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RESUME 
Botrytis cinerea est le champignon pathogène responsable de la pourriture grise. Cette 
maladie est économiquement importante, car elle détruit chaque année une partie des 
récoltes viticoles et horticoles (fraises, concombres, tomates…).  
Ce champignon infecte les baies de raisin à la floraison, mais reste latent durant toute la 
période estivale pour reprendre son développement à la véraison, provoquant le 
pourrissement de la grappe. Certaines variétés, comme le Gamaret, sont résistantes à 
l’attaque par Botrytis cinerea et d‘autres, comme le Gamay, y sont très sensibles. Ce 
phénomène de latence serait entre autre attribué à la production de phytoalexines par la 
vigne (resvératrol (1), pterostilbène (2) et ε-viniférine (3)) inhibant le développement du 
champignon de juin à septembre.  
Le resvératrol et le pterostilbène font partie de la famille des stilbènes et sont des 
composés synthétisés par la plante suite à un stress. Ces molécules peuvent s‘oxyder 
sous l‘action d’enzymes, la stilbène oxydase et les peroxydases, pour former 
respectivement le resvératrol trans-déhydrodimère (4), le pterostilbène déhydrodimère 
(5) et l‘ε-viniférine. Le resvératrol est faiblement toxique envers Botrytis cinerea, ce qui 
n’est pas le cas pour le pterostilbène, qui est le composé le plus actif synthétisé par la 
plante. L‘ε-viniférine et le resvératrol trans-déhydrodimère montrent une toxicité 
modérée contre le champignon. Quant au pterostilbène déhydrodimère, il est totalement 
inactif envers Botrytis cinerea. Lors d‘un stress abiotique (par exemple l‘attaque par un 
agent pathogène), la concentration de resvératrol augmente, alors que le pterostilbène 
tend à disparaître complètement. 
La stilbène oxydase est une enzyme produite par Botrytis cinerea qui est donc capable 
d‘oxyder les stilbènes. Cette enzyme est inhibée par les tanins présents dans la plante.  
Ce travail met en évidence l’inhibition de l’enzyme par les tanins extraits de Gamay et de 
Gamaret en fonction de leur poids moléculaire et de la maturité du raisin. 
Les tanins de la grappe sont composés d’un mélange de proanthocyanidines et de 
proanthocyanidines galloylées. Ces molécules sont reliées entre-elles par une liaison 
carbone-carbone, formant un polymère de taille variable (entre 2 et 50 unités 
monomériques). Ces composés sont très polaires dû à un grand nombre de groupements 
hydroxyles, et de se fait, sont difficile à séparer et à analyser. La spectrométrie de masse 
s‘est avérée être la méthode de choix pour la caractérisation de ces polymères. 
La deuxième partie de ce travail décrit le développement de méthodes d‘analyse des 
tanins par différentes techniques en spectrométrie de masse.  
Malgré l’utilisation d‘ionisations douces, telle que l’électrospray, il n’a pas été possible de 
détecter des ions au-delà de 3000 uma. L’utilisation de différents types d’analyseurs (Ion 
Trap et FT-ICR/MS) ne n’a pas permis de contrer ce problème. De ce fait, nous avons 
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utilisé la technique d‘ionisation MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization) 
couplé a un analyseur TOF (Time-Of-Flight). Les résultats obtenus permettent de 
détecter des ions au-delà de 4000 uma.  
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SUMMARY 
Grey mould is one of the most important diseases of grapes. Flowering clusters are 
infected by the fungus Botrytis cinerea, but it does not develop until ripening. This 
latency is probably maintained by an unfavourable environment, corresponding to the 
production of phytoalexins (resveratrol (1), pterostilbene (2) and ε-viniferin (3)). Some 
varieties, as Gamaret, are very resistant to the fungus and some, as Gamay, are very 
sensitive.  
These stilbenic compounds are present in vine at low concentration. Enzymes, such as 
stilbene oxidase and peroxidases, are able to oxidize these molecules to form, 
respectively, resveratrol trans-dehydrodimer (4), pterostilbene dehydrodimer (5) and ε-
viniferin.  
As described in the literature, resveratrol is not toxic against Botrytis cinerea, compared 
to pterostilbene, which is the most toxic compound produced by the plant. ε-viniferin and 
resveratrol trans-dehydrodimer show higher activity than resveratrol. Pterostilbene 
dehydrodimer is not active against the fungus. Under stress (for example, when the plant 
is attacked by a pathogen agent), the concentration of resveratrol increases and the 
pterostilbene tends to disappear.  
Stilbene oxidase is an enzyme produced by Botrytis cinerea, which might oxidize stilbenic 
compounds. The tannins present in the grape inhibit this enzyme.  
This work describes the enzyme inhibition by tannins extracted from Gamay and Gamaret 
varieties according to their molecular weights and grape maturity.  
Grape tannins are composed of proanthocyanidins and galloylated proanthocyanidins. 
These molecules are linked by a carbon-carbon bond, generating a polymer of various 
size (between 2 or 50 monomeric units). These compounds are very polar and thereby 
difficult to separate and analyse. Mass spectrometry is a suitable method for the analysis 
of such polymers. 
The second part of this work describes the development of new analytical methods for 
the characterization of tannins by mass spectrometry. 
Soft ionization as electrospray, did not allow the detection of ions up to 3000 uma. The 
use of different analysers such as Ion Trap and FT-ICR/MS did not help us for solving this 
problem. For that reason, we tried the MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption 
Ionization) ionization technique coupled to a Time-Of-Flight analyser, which permits the 
detection of higher masses up to 4000 uma.  
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I INTRODUCTION GENERALE  
I.1 LA VIGNE 
Les vignes cultivées ou sauvages appartiennent au genre Vitis [1]. Le premier groupe, dit 
eurasiatique, ne comporte qu’une seule espèce, Vitis vinifera Linné. Celle-ci comprend un 
archétype, Vitis vinifera silvestris, qui est la vigne sauvage et Vitis vinifera sativa, qui est 
la vigne cultivée. Les innombrables variétés de V. silvestris sont couramment désignées 
par le terme générique de lambrusque. En Europe, cette vigne sauvage a pratiquement 
disparue aussi bien sous l’effet du mildiou ou du phylloxéra que des réaménagements 
territoriaux ou de la disparition des forêts vierges. La vigne cultivée, Vitis vinifera sativa, 
comprend des milliers de variétés ou cépages, à l’intérieur desquels il n’a guère été 
possible de procéder à des classifications poussées.  
Le deuxième groupe, dit groupe asiatique, comprend un peu plus de 10 espèces souvent 
peu étudiées, dont la plus commune est Vitis amurensis. Cette espèce produit de petites 
baies possédant une saveur très sucrée. Elle est assez sensible au phylloxera, très 
résistante au mildiou et au froid de l’hiver. 
Le troisième groupe, dit groupe américain, possède une vingtaine d’espèces (ex. : 
V. riparia, V. lambrusca, V. rupestris) qui sont distribuées de manière hétérogène sur le 
continent.  
 
La domestication de la vigne s'est effectuée peu à peu par le prélèvement de boutures 
sur les vignes sauvages (pinot, riesling, kadarka, rkatsiteli, rosaki). D'autres cépages 
sont des clones obtenus à partir d'un seul pied issu de semis (alicante, bouschet, italia, 
müller-thurgau). Selon les cépages, on distingue les raisins de table et les raisins de 
cuve.  
La vigne se cultive dans les régions chaudes et très ensoleillées, préférentiellement sur 
les flans des coteaux. La qualité et le goût du fruit dépendent essentiellement des 
composants minéraux liés à l'origine géologique.  
I.2 LES COMPOSES PHENOLIQUES DU RAISIN 
Le raisin, fruit de la vigne, contient à sa maturité principalement de l’eau et des sucres 
(glucose, fructose, pectine et polysaccharides). Il possède aussi d’autres composés 
comme, des terpènes (citrol, geraniol…), des flavones, des aldéhydes (éthanal, propanal, 
vanilline…), des anthocyanes (responsables de la couleur) et des tanins. 
Introduction générale 
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Les composés phénoliques sont des constituants importants du raisin. Ils sont 
caractérisés par la présence d’un noyau benzénique portant un ou plusieurs groupements 
hydroxyles, pouvant être acylés ou glucosylés. Leur nomenclature est basée sur la 
distinction entre les composés non-flavonoïdes et les flavonoïdes.  
I.2.1 Les composés non-flavonoïdes 
Les composés non-flavonoïdes regroupent les acides phénoliques ainsi que les stilbènes. 
Ils ne possèdent pas de squelette « flavone ». 
I.2.1.1 Les acides phénoliques 
On distingue tout d’abord les dérivés de l’acide benzoïque, composés d’un squelette à 
sept carbones. Ils sont principalement représentés dans le raisin par l’acide gallique, qui 
est généralement lié par une liaison ester à l’épicatéchine (cf. chapitre I.2.2.1). D’autres 
composés phénoliques sont également présents, comme les dérivés d’esters 
hydroxycinnamiques possédant une structure du type C6-C3 (Figure I.2-1). Les 
composés les plus fréquents sont l’acide p-coumarique, l’acide t-caféique l’acide  
t-fertarique et l’acide t-sinapique [2;3]. 
O
O CH
COOH
CHOH
COOH
OH
R
R1
2
 
Esters hydroxycinnamiques R1 R2 
Acide t-caféique OH H
Acide p-coumarique H H 
Acide t-fertarique OCH3 H 
Acide t-sinapique OCH3 OCH3
Figure I.2-1: Structures chimiques de quelques dérivés de l’ester hydroxycinnamique 
présents dans les raisins. 
I.2.1.2 Les stilbènes 
Les stilbènes sont des composés phénoliques contenant au minimum deux noyaux 
aromatiques reliés par une double liaison, formant un système conjugué. Cette 
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particularité leur confère une grande réactivité due à la résonance des électrons sur la 
totalité de la molécule. Les plus abondants dans le raisin sont le trans-resvératrol et son 
dérivé glucosylé : le picéide, ainsi que les dimères : le resvératrol trans-déhydrodimère 
et l’ε-viniférine (Figure I.2-2 et Figure I.2-3) [4;5]. 
OH
R
R
1
2  
Stilbènes R1 R2 
Pterostilbène OCH3 OCH3 
Resvératrol OH OH 
Picéide OGlc OH 
Figure I.2-2: Structures chimiques de quelques stilbènes. 
Ce type de molécules existe aussi sous la forme de dérivés trimériques jusqu’à 
pentamériques [6-13]. Les stilbènes sont connus pour leurs propriétés antioxydantes vis-
à-vis des lipoprotéines à basse densité (LDL). Ils pourraient ainsi jouer un rôle protecteur 
contre les maladies cardiovasculaires [14]. On leur attribue aussi des activités 
chimiopréventives contre le cancer [15]. 
O
OH
OH
OHOH
OH
O
OH
OH
OH
OH
OH
resvératrol trans-déhydrodimère e-viniférine
 
Figure I.2-3: Dimères de stilbènes.  
I.2.2 Les composés flavonoïdes 
Les composés flavonoïdes sont formés d’un squelette de base à 15 carbones (C6-C3-C6), 
correspondant à la structure de la 2-phényl-benzopyrone (Figure I.2-4). Au sens large du 
terme, ce groupe comprend principalement trois familles de composés : les flavonols, les 
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anthocyanes et les flavan-3-ols, qui se différencient par le degré d’oxydation du noyau 
pyranique central [16].  
O
O
8a8
7
6
5
4a 4
3
2
1'
2'
3'
4'
5'
6'
 
Figure I.2-4: Structure chimique de la 2-phényl-benzopyrone. 
I.2.2.1 Les flavonols 
Quatre flavonols sont majoritairement présents dans le raisin: Le kaempférol, la 
quercétine, la myricétine et l’isorhamnéthine (Figure I.2-5). Les dérivés de la quercétine 
sont toujours prédominants. Ceux de la myricétine semblent être spécifiques aux variétés 
de raisins rouges [17]. On leur attribue des propriétés bénéfiques dans le traitement des 
maladies du cœur et des cancers [18-20] ou encore des activités antitumorales et 
chimiopréventives [21]. 
OOH
OH
OH
OH
R
R
O
1
2
A
B
 
Flavonols R1 R2 
Kaempferol H H
Quercétine OH H 
Myricétine OH OH 
Isorhamétine OCH3 H 
Figure I.2-5: Structures chimiques de quelques flavonols présents dans le raisin. 
I.2.2.2 Les anthocyanes 
Les anthocyanes jouent un rôle prépondérant dans la coloration des raisins rouges. Leur 
structure de base est caractérisée par un noyau « flavone » généralement glucosylé en 
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position C-3 [22]. Les anthocyanes se différencient par leur degré d’hydroxylation et de 
méthylation, par la nature, le nombre et la position des oses liés à la molécule. 
L’aglycone ou anthocyanidine constitue le groupement chromophore du pigment. On 
distingue cinq anthocyanidines dans le genre Vitis : La cyanidine, la péonidine, la 
delphinidine, la pétunidine et la malvidine (Figure I.2-6).  
 
O
+
R
R
OH
OR
OH
OH
1
2
3
A
B
3'
5'
 
 
Anthocyanidines R*=H R1 R2 
Malvidine OCH3 OCH3
Péonidine OCH3 H 
Delphinidine OH OH 
Pétunidine OCH3 OH 
Cyanidine OH H 
* : Forme monoglucoside, R=glucose 
Figure I.2-6: Structures chimiques de quelques anthocyanidines. 
 
Contrairement à d’autres espèces qui présentent des teneurs importantes en 
anthocyanes diglucosylées en position C-3’ et C-5’, l’espèce Vitis vinifera n’en contient 
que des traces et se caractérise par la présence majoritaire de 3-monoglucosides 
d’anthocyanidines, en particulier de la malvidine 3-O-glucoside et de ses dérivés acylés 
[23].  
Le pH est un facteur important dans le changement de couleur des anthocyanes. La 
forme flavylium, de couleur rouge, est stable en milieu acide et se transforme, en milieu 
basique, soit en base carabinol (incolore), en chalcone (jaune) ou base quinonique 
(bleue). Pour la malvidine-3-O-glucoside, la forme hémiacétal (AOH) est largement 
majoritaire (Figure I.2-7). Toutefois, le cation flavylium est en quantité suffisante pour 
que sa couleur rouge prédomine. 
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O
OH
R
R
OGlc
O
OH
O
+
OH
R
R
OGlc
OH
OH
O
OH
R
R
OGlc
OH
OH
OHR
R
OHOH
OH
OGlc
O
OH
1
2
base quinonique A (bleue)
+H+
-H+
1
2
cation flavylium AH+ (rouge)
+ H2O
 - H+ 1
2
base carabinol AOH (incolore)
1
2
chalcone C (jaune)
 
Figure I.2-7: Transformation de la structure de la malvidine-3-O-glucoside en milieu  
aqueux [17]. 
I.2.2.3 Les tanins condensés (flavan-3-ols) 
Les tanins condensés, appelés aussi polyphénols ou proanthocyanidines, sont largement 
répandus dans notre alimentation (fruits, vin, thé…) et jouent un rôle important dans les 
qualités organoleptiques et nutritionnelles des produits et spécialement des vins [24;25]. 
Dans la baie de raisin, la pellicule et les pépins sont les zones de concentration des tanins 
et des composés phénoliques [26-28]. Leur structure complexe est formée d’unités 
répétitives monomériques qui varient par leurs centres asymétriques, leur degré 
d’oxydation et leur nombre de substituants galloylés [29]. 
 
 Les unités monomériques 
 
Les formes naturelles monomériques des flavan-3-ols se différencient par la stéréochimie 
des carbones asymétriques C-2 et C-3 et par le niveau d’hydroxylation du noyau B 
(Figure I.2-8). On distingue ainsi les catéchines (dihydroxylées) des gallocatéchines 
(trihydroxylées). Ces dernières n’ont pas été identifiées dans le raisin sous leurs formes 
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monomériques, mais leur présence dans les formes polymériques, notamment dans les 
pellicules de Vitis vinifera, implique leur existence en tant que monomère [28]. 
O
OH
OH
R
OH
OH
R
R
A
B
1
2
8
6
4
3'
4'
5'
3
2 3
 
 
Flavanols R3 R1 R2 
(+)-catéchine 
(-)-épicatéchine 
(+)-gallocatéchine 
(-)-épigallocatéchine 
H 
H 
OH 
OH 
OH 
H 
OH 
H 
H 
OH 
H 
OH 
 
Figure I.2-8: Structures chimiques des unités monomériques constitutives des tanins 
condensés. 
Ces unités peuvent être substituées par l’acide gallique en position C-3, en particulier la  
(-)-épicatéchine, formant l’(-)-épicatéchine-3-O-gallate (Figure I.2-9) [30-32]. 
 
O
OH
OH
OH
OH
H
O C
O
OH
OH
OH  
Figure I.2-9: Structure de l’(-)-épicatéchine-3-O-gallate. 
 
 Les tanins condensés (type A et B) 
 
Les tanins condensés ou proanthocyanidines sont des oligomères ou polymères de 
flavan-3-ols qui ont la propriété de libérer des anthocyanes en milieu acide, à chaud, par 
rupture de la liaison intermonomérique [33;34]. Dans le raisin on distingue deux types 
de proanthocyanidines suivant la nature de l’anthocyane libérée. D’une part, les 
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procyanidines (polymères de catéchine et d’épicatéchine), libèrent de la cyanidine ; 
d’autre part, les prodelphinidines (polymères de gallocatéchine et d’épigallocatéchine), 
libèrent de la delphinidine [35]. 
Les proanthocyanidines se distinguent par leur nombre d’unités monomériques et le type 
de liaison les reliant entre-elles. Ainsi, une trentaine de proanthocyanidines dimériques, 
trimériques et tétramériques ont déjà été identifiées [32;36-38]. Le type B se caractérise 
par une liaison intermonomérique qui peut être soit C4-C8 ou C4-C6, de conformation 
trans par rapport à l’hydroxyle en position C-3. La stéréochimie du carbone C-2 est 
généralement (R), mais il existe quelques exceptions. Les structures des principaux 
dimères de type B du raisin sont représentés par la Figure I.2-10. Les 
proanthocyanidines de type A contiennent une liaison éther supplémentaire entre le 
carbone C-2 et les hydroxyles 5 ou 7 du noyau A (Figure I.2-11) [24].  
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Dimères Noms R1 R2 R3 R4 
B1 
B2 
B3 
B4 
B5 
B6 
B7 
B8 
épicatéchine-(4β→8)-catéchine 
épicatéchine-(4β→8)-épicatéchine 
catéchine-(4α→8)-catéchine 
catéchine-(4α→8)-épicatéchine 
épicatéchine-(4β→6)-épicatéchine 
catéchine-(4α→6)-catéchine 
épicatéchine-(4β→6)-catéchine 
catéchine-(4α→6)-épicatéchine 
H 
H 
OH 
OH 
H 
OH 
H 
OH 
OH 
OH 
H 
H 
OH 
H 
OH 
H 
OH 
H 
OH 
H 
H 
OH 
OH 
H 
H 
OH 
H 
OH 
OH 
H 
H 
OH 
 
Figure I.2-10: Structures chimiques des proanthocyanidines dimériques de type B. 
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Figure I.2-11: Proanthocyanidine A-2 
 
Les flavan-3-ols, présents dans le raisin, se rencontrent majoritairement sous la forme de 
polymères. Les tanins de pépins sont constitués de procyanidines partiellement galloylées 
[39], alors que ceux des pellicules contiennent également des prodelphinidines [28].  
La Figure I.2-12 représente la structure d’une procyanidine polymérique. On y distingue 
l’unité supérieure, les unités intermédiaires et l’unité inférieure. Les unités monomériques 
se répartissent indifféremment dans le polymère, aussi bien dans les unités supérieures 
qu’en position terminale. Toutefois, on note la prédominance de l’épicatéchine (galloylée 
ou non) dans les unités supérieures [28]. 
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Unité inférieure
 
R1=H, OH, O-gallate ; R2= H, OH; R=H : procyanidines; 
R=OH : prodelphinidines 
Figure I.2-12: Variations possibles de la structure polymérique d’un tanin condensé 
(proanthocyanidine ou prodelphinidine) 
 
Le nombre moyen d’unités monomériques, défini comme le degré moyen de 
polymérisation (DPm) (cf. chapitre VII.3), peut aller jusqu’à 18 dans une fraction issue 
de pépins [38] et avoisine les 30 unités dans un extrait de pellicule [28]. 
D’importants travaux ont mis en évidence certaines propriétés biologiques et 
pharmaceutiques des tanins (cf. chapitre III) : antivirales [24], antitumorales et 
chimiopréventives [21]. Ce sont également des antioxydants capables de piéger les 
radicaux libres [35;40-43]. Notons le travail de E. Haslam (1998) [24], qui a résumé de 
façon générale les propriétés physiologiques de ces composés. 
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I.3 LES MALADIES CRYPTOGAMIQUES DE LA VIGNE 
Les champignons sont des organismes ne possédant ni chlorophylle ni tissus 
constructeurs. La plupart des 10'000 espèces de mycètes classifiées sont saprophytes 
(organisme dont la nutrition est assurée directement à partir de matières organiques en 
décomposition), dont une partie sont connues comme pathogènes envers les plantes.  
Certains champignons peuvent provoquer des nécroses locales ou complètes des tissus, 
une hypoplasie (retard dans le développement de la plante) ou une hyperplasie 
(croissance accrue d’une partie ou de la totalité de la plante). Dû souvent à l’absence de 
traitements efficaces, ces maladies détruisent partiellement les cultures et sont à l’origine 
de beaucoup de problèmes économiques [44;45].  
Les maladies de la vigne sont principalement générées par des champignons pathogènes. 
Ces derniers peuvent s’attaquer à toutes les parties de la plante, c’est le cas de : 
 
 Uncinula necator : responsable de l’oïdium 
 
Ce champignon est originaire d’Amérique du Nord. Il a été introduit en Europe pour la 
première fois en 1845. L’oïdium s’attaque à tous les organes verts de la plante et 
provoque la destruction complète de la récolte si aucune mesure prophylactique n’est 
appliquée à temps. L’oïdium hiverne sous la forme de mycélium dans les bourgeons 
dormants ou dans l’écorce des ceps. Au printemps, le champignon se développe de 
manière optimale entre 20 et 27°C avec un taux élevé d’humidité. Le fongicide de base 
est le soufre utilisé en poudrage. Il existe également des fongicides spécifiques contre 
cette maladie, mais ils sont susceptibles d’induire une résistance. 
 
 Plasmopara viticola : responsable du mildiou 
 
Importé d’Amérique en France vers 1878, le mildiou est rapidement devenu l’un des plus 
redoutables ennemis de la vigne dans la plupart des régions d’Europe. Tous les organes 
verts peuvent être infectés par le pathogène. Les symptômes sont la coloration jaunâtre 
de la cuticule et l’apparition de taches brunes sur les feuilles. Le champignon hiverne 
dans les feuilles mortes de la vigne, se propage au printemps lors de fortes précipitations 
et pénètre ensuite dans les tissus de l’hôte. Les moyens de lutte préventifs sont 
actuellement l’utilisation de fongicides spécifiques dès que les jeunes sarments atteignent 
la taille de 40-50 cm. 
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 Elsinoe ampelina : responsable de l’anthracnose 
 
Cette maladie est très répandue sur tous les continents. Ce champignon attaque tous les 
organes verts de la vigne, provoquant de petites perforations sur les feuilles et des 
chancres bordés de noir sur les rameaux et sur les baies. Les jeunes tissus sont très 
sensibles. L'infection peut alors provoquer un arrêt de la croissance des rameaux, la 
détérioration des porte-greffes et une réduction du nombre de fruits produits. On combat 
cette maladie par un traitement d’hiver ainsi que par des applications de fongicides en 
cours de végétation. 
 
 Guignardia bidwelli : responsable du black rot 
 
Cette maladie est originaire des Etats-Unis et sévit actuellement en France, en Italie et 
maintenant en Suisse. Ce champignon produit des ascospores (spores sexuées) qui 
provoquent des infections primaires sur les jeunes feuilles, aussitôt après le 
débourrement (stade phénologique dans le développement de la vigne, caractérisé par le 
dégagement des organes foliacés (ou floraux) des écailles duveteuses (bourre) et des 
bourgeons) par l’apparition de taches foliaire brunes. Ces taches, sur lesquelles le 
champignon sporule, provoquent une amplification de la maladie qui atteint les grappes 
et les dessèche. Les vignobles abandonnés représentent un danger réel d’extension de la 
maladie en répandant une quantité importante d’ascospores. La lutte doit être à la fois 
prophylactique, en supprimant tous les foyers primaires, et chimique, en assurant dès le 
débourrement une protection fongicide.  
 
 Phomopsis viticola : responsable de l’excoriose 
 
Cette maladie est apparue pour la première fois en Allemagne, en 1967, et s’est 
répendue très rapidement sur le continent européen. On trouve le parasite sur tous les 
organes de la vigne et c’est en hiver que les symptômes sont les plus visibles. Les bois 
attaqués ont une écorce blanche, couverte de minuscules points noirs. La contamination 
s’effectue très tôt au printemps ; elle est favorisée par un temps humide. La maladie se 
dissémine par la pluie, les oiseaux et les insectes. Un lessivage des ceps avec du 
dinitrocarbolinéum en hiver permet de lutter contre le champignon, mais ne permet pas 
son élimination. Un ou deux traitements avec des fongicides au débourrement limitent la 
dissémination de la maladie. 
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 Pseudopezicula tracheiphila : responsable du rougeot 
 
Cette maladie touche tous les vignobles du Nord de l’Europe, mais préférentiellement la 
France et l’Allemagne. Le champignon attaque seulement les feuilles, rarement les 
rameaux. Les taches sont pâles, s'agrandissent et deviennent jaunes avec un liseré rouge 
(sur les cépages blancs) ou rouge foncé à bordure violette (sur les cépages rouges). Sur 
les feuilles basses et à mi-hauteur, le limbe peut être totalement envahi et sa destruction 
peut entraîner une défoliation précoce et un dessèchement des grappes avec réduction 
du rendement. Le champignon survit sous la forme de mycélium dans les feuilles mortes, 
sur le sol, formant des apothécies (réceptacle en forme de disque qui contient les 
organes de reproduction chez certains champignons) au début du printemps. Celles-ci 
atteignent la maturité lors de l'éclatement des bourgeons et produisent des ascospores 
sur une longue période. Les ascospores sont disséminées par le vent et germent dans un 
film d'eau sur les jeunes feuilles. La contamination nécessite une période de pluie ou une 
forte humidité relative pendant au moins 2 à 4 jours et des températures de 15 à 20°C. 
La lutte se fait par l’utilisation de fongicides à des intervalles réguliers à partir de 
l’éclatement des bourgeons.  
 
 Botrytis cinerea : responsable de la pourriture grise  
 
Cette maladie est décrite au chapitre 1.4. 
 
 L’esca et l’eutypiose 
 
Ces deux maladies sont principalement responsables de la destruction partielle de 
plusieurs vignobles en France. Les champignons impliqués s’attaquent directement à la 
charpente du cep et provoquent sa mort à plus ou moins brève échéance [45;46]. Il en 
résulte une diminution progressive de l’encépagement du vignoble. Ces maladies 
induisent non seulement une diminution de la récolte sur plusieurs années, mais aussi 
des frais de replantation. 
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I.4 LA POURRITURE GRISE 
La pourriture grise est une des maladies les plus importantes de la vigne. Elle est 
générée par le champignon pathogène Botrytis cinerea. Son développement rapide, 
insidieux, engendre chaque année la destruction de centaines d’hectares de cultures 
viticoles [47].  
 
Figure I.4-1: a) grappe de raisin attaquée par Botrytis cinerea b) agrandissement 
présentant la destruction de la grappe de raisin et la sporulation de  
Botrytis cinerea. 
I.4.1 Le champignon Botrytis cinerea 
Le genre Botrytis est actuellement classé parmi les Discomycètes inoperculés, de l’ordre 
des Leotiales et de la famille des Sclerotiniaceae [48]. Ce genre a été découvert pour la 
première fois en 1729 par Pier Antonio Micheli et il a été répertorié dans son livre « Nova 
Plantarum Genera » [49].  
Les espèces Botrytis sont toutes pathogènes et saprophytes. La maladie se développe 
principalement sur les grappes de raisins, les petits fruits rouges, certains légumes 
(concombres, tomates) et les fleurs d’ornement [50;51]. On dénombre actuellement plus 
de 235 espèces sensibles à l’attaque par Botrytis cinerea [51]. 
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I.4.1.1 Cycle de développement et de reproduction de Botrytis 
cinerea 
Comme tout être vivant, il naît, se développe et se reproduit. La conidie (ou spore) est le 
point de départ de ce cycle. C’est une cellule unique, multinuclée, différenciée (qui a 
atteint son stade final de développement) et en dormance (qui maintient un niveau de 
métabolisme limité à sa survie). Sa viabilité est d’autant plus longue que la température 
et l’hygrométrie sont basses. Dans de bonnes conditions d’humidité et de température, 
son métabolisme s’active et elle se dédifférencie, c’est-à-dire que sa dormance est levée 
et que les processus de division cellulaire sont activés. Elle va produire une première 
cellule fille, le tube germinatif, qui à son tour va se diviser et former un filament 
multicellulaire, l’hyphe. Celui-ci va former des hyphes latéraux qui vont s’entrecroiser en 
un réseau de plus en plus important, le mycélium. Des facteurs principalement 
nutritionnels et climatiques vont progressivement arrêter la croissance hyphale et induire 
la formation d’organes reproducteurs, les conidiophores, sur lesquels un grand nombre 
de conidies vont apparaître. Le mycélium donne également naissance à des amas 
mycéliens très denses, les sclérotes, considérés comme les organes de résistance du 
champignon durant l’hiver. Les sclérotes donnent naissance au printemps, à de 
nombreux conidiophores produisant des conidies (cf Figure I.4-2). 
 
 
Figure I.4-2: Cycle biologique de Botrytis cinerea. 
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Figure I.4-3: a) Conidies sur un conidiophore b) Conidiophore ramifié ; conidies à un 
stade de développement homogène [48]. Photographies prises au 
microscope électronique. 
I.4.1.2 Pathologie 
L’infection des structures végétales peut se faire de différentes façons. Les tubes de 
germination des conidies peuvent passer à travers la barrière cuticulaire par action 
enzymatique, par les stomates (ouverture microscopique dans l'épiderme d'une feuille, 
éventuellement d'une tige, assurant les échanges gazeux entre la plante et l'atmosphère) 
ou par les blessures provoquées par des piqûres d’insectes. L’infection par du mycelium 
provenant de tissus morts de parties végétales infectées est aussi fréquente [50;51]. 
 
 Infection par action enzymatique : 
 
Les conidies de Botrytis cinerea adhèrent à la plante par interactions hydrophobes entre 
leur paroi cellulaire et la cuticule du fruit [52]. Lors de leur germination, une cutinase est 
sécretée, dissolvant la barrière cuticulaire de la plante et leur permettant ainsi 
d’atteindre l’épiderme [48]. A ce stade, Botrytis cinerea sécrète d’autres enzymes, les 
polygalacturonases (ou pectinases) dégradant la pectine (constituant du ciment cellulaire 
assurant la solidité des tissus) et s’infiltre à l’intérieur de la baie. 
 
 Infection par les stomates :  
 
Certains mécanismes hôte-pathogène se font par la pénétration des tubes germinatifs 
par les stomates. Mais ce mode d’infection est une exception pour le genre Botrytis.  
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 Infections par le mycelium :  
 
Botrytis cinerea se développe de façon limitée à la base des étamines déhiscentes, 
permettant ainsi la contamination directe des fruits par le champignon. L’infection par le 
mycelium se produit de fruit à fruit à la maturité de la grappe. Ce mécanisme est 
dépendant du milieu environnemental de la plante.  
Le développement du champignon est favorisé par certains facteurs externes comme : 
 
 L’humidité 
 Les tissus morts 
 La température 
 Les lésions de la plante 
 La lumière 
I.4.1.3 La latence du développement de Botrytis cinerea 
Après l’infection de la grappe en fleur par le champignon pathogène, celui-ci reste latent 
durant une longue période (juin à septembre). Il reprend son développement après la 
véraison de la grappe et provoque le pourrissement de celle-ci [53-55]. Durant cette 
période, le parasite reste sous sa forme dormante, accroché au végétal, et ne montre 
aucune croissance (Figure I.4-4).  
 
Figure I.4-4:Cycle d’infection et de développement de Botrytis cinerea. 
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Le phénomène de latence, pendant lequel le champignon cesse son développement, n’a 
pas pu être expliqué. Des études ont mis en évidence certaines réactions hôte-parasite. 
L’hypothèse de l’accumulation rapide de composés antifongiques (resvératrol, resvératrol 
trans-déhydrodimère et ε-viniférine) par la vigne après infection par Botrytis cinerea a 
été mise en relation avec sa latence [56-59]. Des travaux ont confirmé la présence de 
composés stilbèniques, comme le pterostilbène, l’alpha et la bêta-viniférine [5;58;60-
62]. Les structures ont été vérifiées par W. Li en 1996 [63] et par A.-C. Breuil en 1998 
[64;65]. D’autres études mettent en avant la biosynthèse de ces composés lors de 
l’attaque par Botrytis cinerea [66-69]. Ces molécules sont synthétisées dans les feuilles 
et les baies lorsque la plante est attaquée par un champignon ou lorsqu’elles sont 
exposées à la lumière UV [58;70-72]. La stilbène oxydase est une enzyme produite par 
Botrytis cinerea. Les peroxydases sont produites par la plante [73]. Toutes deux sont 
capables d’oxyder les stilbènes monomériques pour former les dimères correspondants 
(Figure I.4-5) [64;65;69;74-76]. 
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Figure I.4-5: Dimérisation du resvératrol et du pterostilbène par l’action d’enzymes 
(stilbène oxydase ou peroxydases). 
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La stilbène oxydase oxyde le resvératrol et le pterostilbène pour former respectivement 
le resvératrol trans-déhydrodimère [77] et le pterostilbène déhydrodimère [65]. Quant 
aux peroxydases, elles dimérisent le resvératrol pour former l’ε-viniférine [69]. 
Les tanins, présents dans la vigne, inhibent la stilbène oxydase. Cette découverte a été 
publiée en 1982 par Blaich [59] puis présentée par le Dr. R. Pezet en 1992 [78] au 10ème 
congrès international sur Botrytis. Aucune étude n’a été entreprise pour déterminer si les 
peroxydases sont aussi inhibées par les tanins. Le schéma de la page suivante illustre ce 
mécanisme de défense (Figure I.4-6).  
Des travaux dirigés par le Dr. R. Pezet, ont été publiés sur la toxicité du pterostilbène 
envers les conidies de Botrytis cinerea [79]. 
L’enzyme stilbène oxydase a été par la suite isolée par le Dr. R. Pezet en 1998 [80]. 
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Figure I.4-6: Schéma montrant la production de phytoalexines lors de l’attaque par 
Botrytis cinerea, puis la sécrétion d’enzymes par le champignon et 
finalement leur inhibition par les tanins présents dans la plante. 
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De récents travaux effectués par le Dr. R. Pezet (communication personnelle) ont 
confirmé que le resvératrol trans-déhydrodimère et l’ ε-viniférine étaient plus actifs que 
le resvératrol [60]. De ce fait, l’inhibition de la réaction de dimérisation maintient un 
équilibre entre le resvératrol et les dimères formés. Par contre, le dimère de 
pterostilbène ne possède aucune activité ce qui n’est pas le cas du pterostilbène lui-
même. Il a été démontré que le pterostilbène disparaissait lors de l’apparition du 
resvératrol dans les parties malades de la plante. 
I.4.1.4 Les moyens de lutte 
Le contrôle de Botrytis cinerea est rendu difficile par le fait qu’il peut contaminer un 
grand nombre d’hôtes et d’organes végétaux et qu’il se développe très rapidement après 
sa période de latence. Les fongicides sont uniquement utilisés de manière 
prophylactique, aux stades pré- et post-floral afin de minimiser la prolifération à la 
maturité du fruit. Les fongicides actuels (anilinopyrimidines, phénylpyrroles et 
phenoxyquinolines) sont utilisés de façon limitée, afin d’éviter les phénomènes de 
résistance, déjà observés lors de l’utilisation répetée de certains produits dans les années 
1970.  
Les conditions de stockage des produits horticoles (ex. fraises, concombres) doivent être 
contrôlées pour éviter la prolifération du champignon. Il s’agit entre autre de 
l’atmosphère ambiante (température, humidité), de l’irradiation des produits et de la 
période de latence. Certaines mesures, comme l’élimination des déchets organiques et 
des tissus moribonds peuvent être efficaces.  
I.4.2 Résultats antérieurs 
Une seule publication à ce jour provenant de la collaboration entre le groupe du Prof. R. 
Tabacchi (Université de Neuchâtel) et le Dr. R. Pezet (Station Fédérale de Changins, 
Nyon), a mis en évidence l’inhibition de l’enzyme stilbène oxydase par des composés 
phénoliques [3]. Ces résultats ont montré que la stilbène oxydase était inhibée par 
certains composés présents dans la grappe. L’épicatéchine-3-O-gallate et l’épicatéchine 
montraient de loin la plus forte inhibition ; suivaient la catéchine, l’acide caffeoyle 
tartrique, la taxifoline-3-O-ramnoside et enfin la quercetine-3-O-glucuronide. L’acide 
coumaroyle tartrique (Z et E) et l’acide p-coumarique ne présentaient quasiment aucune 
activité inhibitrice (cf. Figure I.2-1 et Figure I.2-8).  
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I.5 INTRODUCTION A LA SPECTROMETRIE DE MASSE 
Les tanins sont difficiles à isoler, à cause de leur poids moléculaire élevé, de leur polarité 
et de leur large polydispersité. Pour leur caractérisation, la spectrométrie de masse s’est 
avérée être la technique la plus appropriée. 
 
Le développement rapide de la technique, pendant les années 1970 à 2000, a permis 
l’apparition de nouveaux procédés d’ionisation douce, qui évitent la fragmentation des 
composés. Les plus importantes ont été les découvertes de l’électrospray (ESI) et de 
l’APCI (Atmospheric Pressure Chemical  Ionization). Ces techniques ont la particularité de 
former des ions à pression atmosphérique, simplifiant considérablement la manipulation 
et permettant un réel couplage LC/MS.  
La technique MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization) couplée à un analyseur 
TOF (Time of Flight) a aussi pris une grande place sur le marché. Grâce à l’avancée 
technologique, l’utilisation de cet intrument est devenue aisée et sa taille a été 
considérablement réduite.  
I.5.1 Historique du couplage LC/MS 
Le principal problème du couplage HPLC/MS a été de concilier le flux de l’HPLC, qui est de 
l’ordre de 0.3-1 mL/min, au vide poussé d’un spectromètre de masse. De plus, il a fallu 
trouver une technique permettant l’ionisation de tous les types de composés, y compris 
les non-volatils, les macromolécules et les composés très polaires. Afin de résoudre ce 
problème de couplage, plusieurs voies ont été explorées, parmi lesquelles on peut citer 
l’augmentation de la capacité de pompage au niveau de la source, l’élimination du 
solvant avant l’introduction de l’analyte dans la source et la miniaturisation des colonnes 
HPLC [81].  
Ce chapitre explique brièvement le développement de sources à pression atmosphérique, 
de 1970 à nos jours. 
I.5.1.1 L’Interface Moving Belt (MBI) 
C’est en 1974 que la première interface LC/MS (Moving Belt Interface) est apparue [82]. 
Le principe repose sur le fait que l’éluant, provenant de la colonne HPLC, est transporté 
mécaniquement jusqu’à la chambre d’ionisation. Lors de ce transport, la phase mobile est 
évaporée par un léger chauffage et par des étapes successives de pompage. Le solvant 
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est ainsi complètement éliminé avant son introduction dans la source. Ce système est 
compatible avec différents modes d’ionisation tels que l’EI (Electronic Impact), le CI 
(Chemical Ionization) et le FAB (Fast Atom Bombardment). Cette interface est 
techniquement dépassée et n’a plus qu’un intérêt historique. 
I.5.1.2 L’Interface Particle Beam (PBI) 
L’interface PBI a été décrite pour la première fois en 1984 par R. Willoughby et  
N. Browner [83]. Le principe est basé sur l’enrichissement de l’éluant en analytes par 
évaporation du solvant avant l’ionisation. La phase mobile, sortant de la colonne HPLC, 
est entraînée sous pression dans un petit orifice de 5-10 µm, qui crée un jet de 
gouttelettes de taille uniforme, ceci dans une chambre à température ambiante et à 
pression atmosphérique. Grâce à un séparateur de moment, les analytes de hauts poids 
moléculaires sont préférentiellement transférés vers la source EI/CI (Electron Impact ou 
Chemical Ionization) où ils seront ionisés et les petites molécules sont éliminées par 
pompage (Figure I.5-1).  
 
 
Figure I.5-1: Représentation schématique d’une source PBI.  
I.5.1.3 L’interface Continuous-Flow-FAB (CF-FAB) 
Ito et al. (1985) [84] ont été les premiers à coupler l’HPLC avec une source FAB en 
utilisant une micro HPLC et une interface frit-FAB. L’ionisation consiste à bombarder avec 
des particules neutres de Xénon ou d’Argon une cible sur laquelle est déposé l’analyte 
dissous dans une matrice de glycérol. Ce faisceau d’atomes rapides éjecte les ions hors 
de la matrice sans apport de chaleur. Ce type d’ionisation est adapté aux molécules 
polaires et thermolabiles de masses moléculaires élevées. Le couplage avec la LC 
comprend un système appelé frit-FAB. La phase mobile provenant de la LC, enrichie de 
10 % de glycérol, passe à travers une fritte poreuse en acier, qui retient les molécules de 
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glycérol et constitue la cible du faisceau FAB. En 1986, Caprioli et al. [85] proposèrent 
une interface continuous-flow FAB dans laquelle, le capillaire amenant la phase mobile, 
passe à travers l’extrémité de la sonde FAB, pour dépasser de 0.2 mm de la surface de 
celle-ci. On obtient à la surface de la cible un film très fin constamment renouvelé  
(Figure I.5-2).  
 
Figure I.5-2: Premier prototype d’une interface CF-FAB, construite par Caprioli et al. [85]. 
I.5.1.4 L’interface Thermospray (TSP) 
L’interface thermospray a été développée par L. Vestal [86] à l’Université de Houston sur 
la base d’un projet démarré dans les années 1970. Cette technique d’ionisation n’est plus 
beaucoup utilisée, car d’autres méthodes, plus pratiques, ont vu le jour. Ce processus de 
vaporisation est réalisé dans un tube capillaire chauffé (vaporisateur) qui permet de 
convertir le flux de liquide en ions en phase gazeuse (Figure I.5-3). Un jet de vapeur 
supersonique, composé de microparticules et de très fines gouttelettes, est alors obtenu 
à la sortie du capillaire. Il est projeté au centre de la source, où l’excès de vapeur est 
éliminé par une pompe mécanique, puis piégé par une trappe à azote liquide. Placé 
perpendiculairement, un cône laisse passer les ions vers une série de lentilles 
électrostatiques qui focalisent les ions sur l’analyseur de masse. Une électrode, appelée 
repoussoir (repeller), est placée en face de l’orifice du cône pour améliorer l’extraction 
des ions ou induire une fragmentation CID (Collision Induced Dissociation). A l’extrémité 
du capillaire se trouve un filament dont le rôle est de fournir des électrons. Une électrode 
à décharge est également placée pour renforcer à ce niveau l’effet du filament lorsque 
celui-ci est insuffisant. Le principal défaut de cette interface est sa difficulté d’utilisation 
(réglage de nombreux paramètres) et sa maintenance coûteuse.  
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Figure I.5-3: Représentation schématique d’une source thermospray [87]. 
I.5.1.5 L’interface Electrospray (ESI) 
Cette interface fait partie des nouvelles techniques d’ionisation à pression atmosphérique 
(API). Comme son nom l’indique, l’ionisation des molécules se fait dans une chambre qui 
se trouve à pression atmosphérique et non à vide poussé comme les autres procédés 
décrits précédemment. Ce processus résulte de l’auto-répulsion des charges 
électrostatiques à la surface de la goutte (cf. Figure I.5-1). Nous pouvons nommer trois 
interfaces majeures : l’électrospray (ESI), l’Atmospheric Pressure Chemical Ionization 
(APCI) (cf. chapitre I.5.1.6) et l’Ion Spray (ISP) qui mettent en application un 
phénomène décrit par J. Zeleny en 1917 [88]: des gouttes de tailles uniformes de 1 µm 
de diamètre sont produites par l’application d’un potentiel à la sortie du capillaire 
émergeant du solvant.  
L’interface ESI développée par C. Whitehouse et al. (1985) [89] est décrite de la façon 
suivante : Une solution est introduite dans une chambre à pression atmosphérique à 
travers une aiguille en acier inoxydable à un débit de 5-20 µL/min. Un potentiel de  
–3.5 kV est appliqué à l’électrode cylindrique (l’aiguille étant reliée à la terre) pour la 
détection d’ions positifs. Un potentiel de – 4.5 kV à + 40 V est appliqué à l’entrée et à la 
sortie du capillaire en verre respectivement. Les potentiels sont inversés pour la 
détection d’ions négatifs. Le liquide est pulvérisé depuis la pointe de l’aiguille et les 
gouttes formées sont dispersées par un flux chaud d’azote appliqué à contre-courant à 
un débit de 150 mL/min. Les ions formés par évaporation du solvant par le gaz séchant 
sont entraînés à travers le capillaire dans une chambre où un vide partiel est établi  
(10-4 Torr) formant un faisceau d’ions supersoniques. Finalement, ceux-ci sont filtrés à 
travers l’écumoire et dirigés par des lentilles électrostatiques vers l’analyseur de masse. 
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Le procédé de formation des ions par l’application d’un potentiel a longtemps été 
débattu, mais il peut être divisé en trois parties : 
 
 la formation des gouttes 
 la réduction des gouttes  
 la formation des ions gazeux  
 
L’application d’un champ électrique élevé à la pointe de l’aiguille de l’électrospray produit 
une séparation partielle des ions positifs et négatifs. En mode positif, les ions positifs 
sont accumulés à la surface de la pointe du liquide du capillaire et les ions négatifs sont 
amassés à l’intérieur du liquide. Les répulsions des ions positifs à la surface et le champ 
électrique régnant entre les charges positives augmente la tension de surface du liquide 
pour former un cône, appelé cône de Taylor (Figure I.5-4) [90]. L’accumulation des 
charges à la pointe du cône provoque un filament liquide qui finalement se divise en 
gouttelettes chargées [91]. Ce phénomène apparaît que si le champ électrique E0 vaut :  
 
E0 = (2γcos49°/ε0rc)
1/2     (1) 
 
γ : tension de surface 
ε0 : constante de permittivité du vide 
cos 49° : moitié de l’angle du cône de Taylor 
rc : rayon du capillaire 
 
Figure I.5-4: Représentation du procédé « électrospray » par la formation du cône de 
Taylor. 
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Le champ électrique est proportionnel à la tension de surface et celle-ci est dépendante 
de la concentration des ions en solution. Pour qu’un phénomène « électrospray » 
apparaisse, il faut une concentration minimale en électrolyte de 10-5 M. Au-dessus de 
cette limite, le courant total des gouttes (I) augmente très lentement par rapport à la 
concentration des ions en solution. J. De la Mora et I. Locertales [90] ont proposé 
l’équation suivante : 
 
I ≈ f(ε/ε0) (γKVfε/ε0)
1/2    (2) 
 
K : conductivité de la solution 
ε : permittivité de la solution 
Vf : vitesse du flux 
 
Nous pouvons déduire de l’équation (2) pour le rayon R des gouttes de charge q les 
équations suivantes [92]: 
 
R ≈ (Vfε/K)
1/3      (3) 
 
q ≈ 0.7[8л(ε0γR
3)1/2]    (4) 
 
En conclusion, l’augmentation de la concentration en électrolytes dans les gouttes 
augmente la conductivité K et de ce fait diminue le rayon des gouttes (selon l’équation 
(3)). L’évaporation du solvant, induite par la température ambiante, conduit à la 
diminution du rayon R des gouttes à q constant. Lorsque le rayon vaut environ 1 µm, il 
est proche de la limite de Rayleigh [93] et qRy vaut: 
 
 qRy = 8л(ε0γR
3)1/2     (5) 
 
Le champ électrique perpendiculaire à la surface de la goutte sphérique vaut selon la loi 
coulombienne : 
 
E = q/4лε0R
2      (6) 
 
La combinaison des équations 5 et 6 pour R nous mène à l’équation 7, correspondant à la 
force du champ électrique lors de la fission de la goutte à la limite de Rayleigh. Les forces 
répulsives coulombiennes dépassent alors la force de cohésion de la tension de surface et 
la goutte explose en gouttelettes 100 fois plus petites [94]. La formation de l’ion gazeux 
résulte de ce phénomène : lorsque la goutte ne contient plus de solvant, la charge se 
dépose alors sur l’électrolyte MX formant l’ion M+ [95].  
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ERy = (4γ/ε0R)
1/2       (7) 
 
 
Figure I.5-5: Représentation schématique de la formation de la goutte chargée à son 
explosion. R = rayon de la goutte en µm, N = nombre de charges 
élémentaires sur la surface de la goutte, ∆t = temps utilisé pour la 
réduction de la goutte jusqu’à la limite de Rayleigh [96]. 
 
Comme la source ESI délivre un courant électrique continu, une oxydation 
électrochimique, créant des ions positifs ou éliminant les ions négatifs, se produit sur le 
capillaire métallique (cathode) et une réduction électrochimique, éliminant les ions 
positifs se produit sur la contre-électrode (anode) [97].  
I.5.1.6 L’interface Amtospheric Pressure Chemical Ionization (APCI) 
L’interface d’ionisation chimique à pression atmosphérique (APCI), appelée à ses débuts 
Heated Nebulizer [98] diffère considérablement de l’électrospray. En effet, l’éluant est 
vaporisé dans un tube en graphite chauffé entre 450-550°C. Une vapeur de solvant et 
d’analytes est produite dans la source et une ionisation est induite par une aiguille à 
décharge électrique. Un important flux d’azote (100 L/min) permet l’élimination du 
solvant. Les ions sont ensuite transférés dans un capillaire chauffant puis une écumoire 
pour enfin arriver dans l’analyseur de masse. En raison de l’efficacité des réactions  
ions-molécules produites par la source APCI, le temps de vie des ions est augmenté 
permettant ainsi une limite de détection très basse [99].  
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I.5.2 La source Matrix Assisted Laser Desorption Ionization (MALDI) 
Cette méthode d’ionisation est devenue très populaire pour l’analyse des molécules à 
haut poids moléculaire et non volatiles. Son fonctionnement est très simple mais les 
mécanismes de formation des ions sont encore mal décrits [100;101]. Cette technique 
fonctionne de la manière suivante : 
L’analyte est dissous dans un large excès de matrice. Celle-ci est un liquide ou un solide, 
de faible poids moléculaire, qui absorbe à la longueur d’onde du laser utilisé (UV ou IR). 
Une goutte de ce mélange est déposée sur une cible en métal, puis le solvant est 
évaporé, co-cristallisant l’analyte. Après irradiation, un mélange de molécules neutres et 
chargées est expulsé de la cible par paquet. Seul un faible nombre de ces molécules est 
ionisé puis détecté. 
I.5.2.1 Les matrices 
Il n’a pas été encore clairement expliqué pourquoi certaines matrices sont efficaces et 
d’autres ne le sont pas. Mais il existe quelques règles qui peuvent être appliquées de 
manière générale [100] : 
 
 La matrice doit avoir une forte bande d’absorption à la longueur d’onde du 
laser utilisé. 
 L’analyte doit être solubilisé dans la matrice dans un rapport moléculaire se 
situant entre 1 :1000 et 1 :10’000 
 Le potentiel d’ionisation des matrices doit être faible (8 eV env.) 
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Figure I.5-6: Exemple de matrices utilisées en MALDI. 
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I.5.2.2 Le Two-phases MALDI 
Cette méthode utilise une matrice à très faible pression de vapeur (ex. glycérol) dans 
laquelle sont mélangées de fines particules de graphite [102-104]. L’échantillon reste 
ainsi sous forme liquide lorsqu’il se trouve sous-vide. Cette technique a plusieurs 
avantages : 
 
 Le graphite absorbe l’énergie du laser, il n’est utilisé que pour la transférer sur 
l’analyte. 
 La matrice agit en tant que donneur de proton. 
 La matrice protège les ions préformés lors de leur désorption en diminuant leur 
dégradation thermique.  
 Le phénomène de co-cristallisation est supprimé, l’analyte reste solubilisé dans 
la matrice lors de l’analyse. Le signal est ainsi plus stable. 
I.5.2.3 Les lasers  
Les lasers les plus largement utilisés sont le laser ultraviolet N2 à 337 nm, avec une 
largeur de pulse se situant entre 1 ns et quelques ns, délivrant une énergie de 3.68 eV à 
chaque pulse et le laser infrarouge Er :YAG à 2.94 µm, avec une largeur de pulse de 85 
ns, délivrant une énergie de 0.42 eV [100].  
I.5.2.4 Mécanismes d’ionisation et désorption en MALDI 
Plusieurs modèles ont été proposés afin de comprendre les différents mécanismes de 
formation des ions (Figure I.5-7), comprenant le transfert des ions à l’état excité par le 
laser, les mécanismes de protonation, l’ionisation thermique et la désorption des ions 
préformés [100]. Certains fondements théoriques peuvent être appliqués pour 
l’explication de mécanismes d’ionisation [105]: 
 
 L’ionisation multi-photon de la matrice : Il faut environ 2 à 3 irradiations d’un 
laser UV pour atteindre le potentiel d’ionisation de la matrice. 
 Mécanisme de protonation : une matrice devient plus acide lorsqu’elle se 
trouve dans un état excité. Cette particularité est utilisée pour la protonation 
des analytes lors de l’ionisation. 
 L’ionisation thermique : la formation des ions est accélérée par l’augmentation 
de la température de la cible, due à l’énergie du laser.  
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 Désorption des ions préformés : certaines molécules sont présentes sous la 
forme de sel dans l’échantillon. Grâce à l’énergie fournie par le laser, celles-ci 
sont désorbées et les ions libérés. 
 
 
Figure I.5-7: Schéma proposé représentant absorption de l’énergie par la matrice, la 
protonation et l’extraction de l’ion [101]. 
I.5.3 Les analyseurs de masse 
Pour la réalisation de ce travail, nous avons utilisé différents analyseurs de masse, ceci 
dans le but de comparer leur sensibilité pour la détection des tanins.  
 
Après leur formation dans la source, les ions sont analysés à l’aide d’un analyseur de 
masse. Celui-ci permet de séparer les ions en fonction de leur rapport masse/charge 
(m/z) pour qu’ils soient ensuite détectés. Le chapitre ci-dessous explique brièvement le 
fonctionnement des différents analyseurs de masse utilisés pour ce travail. 
I.5.3.1 L’analyseur Quadrupôle Ion Trap (QIT) 
Le QIT est un analyseur comprenant 3 électrodes. Les deux électrodes se trouvant aux 
extrémités sont appelées entrance et exit end caps electrodes et celle se trouvant au 
centre du QIT, en forme de demi-lune, est appelée ring electrode (Figure I.5-8). Chaque 
end cap electrode possède un petit trou afin de permettre l’entrée et la sortie des ions 
dans la cavité de l’analyseur. Les ions éjectés à travers l’électrode de sortie sont focalisés 
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par la conversion dynode et accélérés à travers les lentilles de sortie vers le système de 
détection des ions.  
 
Figure I.5-8: Schéma d’une Ion Trap [96]. 
Un champ électrique est formé par les 3 électrodes lorsque la radiofréquence rf vaut : 
 
rf = Vrfcos(2πfrft)     (8) 
 
Le champ électrique trappe les ions et les stocke au centre de l’analyseur. Les ions 
suivent alors la trajectoire décrite par l’équation différentielle de Matthieu [106] selon les 
paramètres az et qz, représentant les paramètres dimensionnels de « trappage » des ions 
en fonction de l’axe z : 
 
az = -2ar = -16eU/m(r0
2 + 2z0
2)Ω2    (9) 
qz = -2qr = -8eV/m(r0
2 + 2z0
2)Ω2    (10) 
 
r : direction radiale 
z : direction axiale 
U : amplitude du courrant direct (dc) 
V : amplitude de la radiofréquence (rf) 
e : charge d’un ion 
m : masse d’un ion 
r0 : rayon interne de la ring electrode 
z0 : distance axiale depuis le centre de l’analyseur jusqu’au point le plus proche d’une end 
capped electrode 
Ω : Ω = 2πfrf ; frf  est la fréquence du voltage principal (rf) 
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Le diagramme de stabilité du QIT est représenté en fonction de az et qz selon la solution 
de l’équation Matthieu (équation 9 et 10) (Figure I.5-9). La flèche montre les points de 
stabilité du diagramme lorsque az = 0, depuis le point d’entrée de l’ion dans la trappe 
jusqu’à sa sortie. Les cercles représentent la valeur de qz pour des ions ayant un rapport 
m/z différent, car qz est inversement proportionnel à la masse (m), un rapport m/z élevé 
signifie un qz bas. Chaque ion a un propre qz  à V = constante, de ce fait les ions ayant 
un rapport m/z élevé sont ne sont pas détectés lorsque qz vaut 0 et sont à la limite de 
détection lorsque qz = 0.0908. Lorsque V augmente, les ions positionnés sur l’axe qz se 
déplacent vers un qz plus élevé. Lorsque qz vaut 0.900, les ions passent en phase 
d’excitation, puis lorsque qz = 0.908, ils se trouvent à la limite de la stabilité et sont 
éjectés à travers le trou de l’électrode end capped. 
 
 
Figure I.5-9: Diagramme de stabilité de l’Ion Trap. 
Les ions de rapport m/z possèdent une fréquence de mouvement fondamentale propre 
au qz et cette fréquence est couramment utilisée pour faire résonner ces ions. Les 
fréquences de mouvement des ions dans la dimension z sont définies par l’équation 
suivante :  
 
fh = (hfrf ± βzfrf/2)       où h = (0, ±1, ±2, ±3, …)  (11) 
 
fh : fréquence de mouvement de l’ion 
frf : fréquence de la rf appliquée à la ring electrode 
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βz : paramètre utilisé pour définir la fréquence d’un ion en fonction de sa position sur le 
diagramme de stabilité 
 
A la limite de détection, βz vaut 0.064, à la limite de stabilité, βz vaut 0.916 et lorsque 
l’ion est éjecté, βz vaut 1. 
I.5.3.2 L’analyseur Time of Flight (TOF) 
Un ion accéléré par une tension U atteint une vitesse v dépendante du rapport 
masse/charge. Un analyseur TOF de longueur L se base sur le principe suivant : un ion 
ayant une vitesse v et un rapport m/z met un temps t pour traverser la distance de la 
source au détecteur [107;108]. 
 
t = (m/2zeV)1/2 L    (12) 
 
La source doit fonctionner par pulsations afin d’éviter que les ions ayant un m/z différent 
soient détectés en même temps. Les caractéristiques d’un analyseur TOF sont :  
 
 la transmission extrêmement rapide des ions de la source au détecteur 
 la rapidité des scans 
 la détection d’ions de très hauts poids moléculaires 
 la capacité d’adaptation aux nouvelles sources (entre autres ESI [109]) 
 
La résolution obtenue est faible comparée à d’autres analyseurs. Ceci provient de la 
dispersion des ions après leur extraction. Cet effet peut être en partie corrigé par 
l’installation d’un réflectron électrostatique (Figure I.5-10). Celui-ci est constitué d’une 
série de lentilles à différents potentiels qui compensent l’énergie cinétique des ions ayant 
un temps de vol différent. Le principe du réflectron repose sur le fait qu’un ion ayant une 
grande énergie cinétique pénétrera plus profondément dans le système de lentilles et 
rattrapera un ion plus lent (mais de masse identique). Les ions de même masse 
arriveront ainsi en même temps au détecteur. Le désavantage du réflectron est une perte 
de signal dû à l’addition de cette grille de lentilles électrostatiques.  
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Figure I.5-10: MALDI-TOF avec système de lentilles appelé réflectron. 
I.5.3.3 L’analyseur Fourier Ion Cyclotron Resonance (FT-ICR) 
Un analyseur FT-ICR est représenté par une cellule cubique placée dans un champ 
magnétique B élevé [110]. La cellule est composée de deux trapping plates opposées, de 
deux exciting plates opposées et de deux receiver plates opposées (Figure I.5-11). Un 
ion de masse m, de vitesse v et de charge élémentaire z décrit dans la cellule un cercle 
de rayon r, perpendiculaire au champ magnétique. La fréquence du cyclotron ωc, qui est 
inversement proportionnelle au rapport m/z est donnée par l’équation suivante : 
 
ωc = 2πf = v/r = Bez/m    (13) 
 
où f est la fréquence du ion en Herz. La résonance cyclotronique du ion est induite en 
appliquant un champ électrique sinusoïdal. Lorsque la fréquence sinusoïdale est identique 
à celle de la fréquence cyclotronique du ion, la condition de résonance est établie et l’ion 
est accéléré de manière régulière vers un rayon de giration plus grand. Le mouvement 
cohérent des ions génère une image dans les receiver plates [111]. Quand la cohérence 
des ions est perturbée dans le temps, l’image du signal disparaît. Le domaine-temps du 
signal des reciever plates enregistre toutes les informations des fréquences des ions en 
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rotation. En appliquant une transformée de Fourier, le signal du domaine-temps est 
converti en un signal domaine-fréquence, qui peut alors être transformé en un spectre de 
masse par l’application de l’équation (13). 
La particularité de cet analyseur est sa très haute résolution (106) et son domaine de 
masse élevé (5000 uma). 
 
 
Figure I.5-11: Représentation schématique d’une cellule d’un FT-ICR/MS. 
I.5.4 Le LCQ de THERMOFINNIGAN 
Le LCQ (Thermofinnigan, San José, CA, USA) a été l’instrument principal de ce travail. Sa 
structure est expliquée ci-dessous. 
 
L’appareil se divise en 4 parties : 
 
 La source électrospray : cette source est directement reliée à l’HPLC par un 
capillaire en verre ou à la micropompe qui se trouve sur le côté de l’appareil. 
L’azote, servant à nébuliser le liquide, est connecté sur le devant de la source.  
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 La région API : les ions électrosprayés traversent un capillaire chauffant  
(180-250°C), qui a pour fonction l’élimination complète du solvant, puis ils sont 
dirigés vers le tube lens qui a une tension entre 0 et ± 60 V (tube lens offset 
voltage). Cette tension sert à aider à la désolvatation par l’accélération des 
ions. L’écumoire sert de zone tampon entre la « haute » pression de la région 
API (1 Torr) et la « basse pression » (10-3 Torr) des octapôles. La zone entre le 
tube lens et l’écumoire est celle de la fragmentation CID (Collision induced 
Dissociation), car la pression résiduelle est suffisante pour induire une collision 
entre les différents ions. 
 
 Les octapôles : Ceux-ci servent uniquement à transférer les ions de la région 
API à la trappe ionique. Ils servent aussi à éliminer les ions instables et les ions 
métastables produits au cours du déplacement. Les deux octapôles sont reliés 
par des lentilles (interoctapole lenses) qui focalisent les ions durant leur 
transfert.  
 
 La trappe ionique : Elle est l’analyseur de masse du LCQ. Grâce aux différents 
modes de scans, nous avons pu effectuer plusieurs types d’analyses suivant 
l’information recherchée. Les ions à analyser sont ensuite expulsés de la trappe 
vers la dynode, puis vers le multiplicateur d’électrons (cf Figure I.5-12).  
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        SOURCE ESI         REGION API              OCTAPÔLES           TRAPPE IONIQUE 
  
Figure I.5-12: Schéma du LCQ de Thermofinnigan, monté d’une source électrospray. 
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I.6 BUT DU TRAVAIL 
Le champignon Botrytis cinerea est responsable de la pourriture grise, maladie qui détruit 
chaque année une partie des récoltes viticoles. Le développement de cette maladie est 
insidieux, car le phénomène de latence (décrit dans le chapitre I.4) ne permet pas de 
détecter l’infection. L’utilisation de fongicides pendant la période de floraison est efficace, 
mais n’aboutit pas à l’éradication du parasite. Certaines variétés comme Gamaret sont 
résistantes à Botrytis cinerea. Les mécanismes de défense de ces plantes sont finalement 
peu connus, il est donc difficile d’expliquer la résistance ou au contraire la sensibilité 
d’une variété.  
Ce travail s’est basé sur les observations faites par le Dr. R. Pezet et le Prof. R. Tabacchi, 
prouvant que la stilbène oxydase (laccase), produite par B. cinerea, est inhibée in vitro, 
par des composés phénoliques présents dans la grappe à de très faibles concentrations 
[3]. Cette enzyme est capable de dimériser les phytoalexines produites par la plante. 
L’inhibition de la laccase par ce type de composés peut être appliquée par analogie aux 
composés polyphénoliques du raisin : les tanins. 
Le mécanisme de défense, expliqué par la figure I.4-3, met en jeu la stilbène oxydase, 
les stilbènes et les tanins. Le but est donc de prouver que les tanins inhibent cette 
enzyme, bloquant ainsi l’oxydation des stilbènes. De plus, il est intéressant de 
déterminer quel type de tanin inhibe le plus efficacement l’enzyme et s’il y existe des 
différences entre les tanins d’une variété sensible (Gamay) et d’une variété résistante 
(Gamaret).  
Dans un premier temps, nous avons développé des méthodes d’extraction, de séparation 
des tanins à partir de baies de raisin puis, dans un deuxième temps, nous avons 
caractérisé ces fractions par spectrométrie de masse, puis nous avons testé leur pouvoir 
inhibiteur. 
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II MATERIEL ET METHODES 
II.1 MATERIEL VEGETAL 
Les grappes sont infectées à la floraison par Botrytis cinerea, mais celui-ci reste latent 
jusqu’à la véraison. Certaines variétés, comme Gamaret, inhibent le développement du 
champignon, de ce fait, les dégâts causés à la maturité du fruit sont faibles [55]. Cela a 
dirigé notre choix vers deux cépages. Nous avons choisi une variété résistante et une 
variété sensible : 
 
 La variété Gamaret, résistante à Botrytis cinerea 
 La variété Gamay 544, sensible à Botrytis cinerea  
 
Les baies de raisin ont été récoltées à la Station Fédérale de Changins (VD, Suisse) à 
différents stades de maturité (fermeture de la grappe, véraison et maturité) en 1995 par 
le groupe du Dr. R. Pezet. Les fruits sont équeutés, congelés avec de l’azote liquide et 
lyophilisés. Une fois secs, ils sont broyés en une fine poudre.  
Le matériel végétal utilisé pour le développement de méthodes analytiques (cf. chapitres 
III et IV) a été récolté le 02.08.99 à Changins (Nyon, Suisse). 
II.2 EXTRACTION ET FRACTIONNEMENT DES TANINS 
OLIGOMERIQUES ET POLYMERIQUES 
II.2.1 Qualité des solvants utilisés 
Les solvants organiques utilisés pour la solubilisation, dilution et extraction sont de 
qualité technique en provenance de la maison SDS (France). Ils ont été distillés deux fois 
sur une colonne Vigreux.  
II.2.2 Extraction des tanins des baies de raisin 
Les tanins présents dans la poudre de raisin sont extraits trois fois avec un mélange 
MeOH/Acetone/H2O 40:40:20 (v/v/v). Les phases sont réunies, puis l’acétone et le MeOH 
sont éliminés à l’évaporateur rotatif. La phase aqueuse est extraite trois fois avec de la 
ligroïne 90-110°C, puis trois fois avec de l’Et2O afin d’éliminer les composants apolaires. 
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L’eau est ensuite congelée et sublimée (procédé de lyophilisation) pour obtenir 
finalement l’extrait brut.  
II.2.3 Extraction et fractionnement des tanins oligomériques 
Les tanins sont d’abord extraits selon la méthode décrite au chapitre II.2.2. Le mélange 
est déposé sur une colonne Toyopearl HW-40F (Tosohaas, Japon). La colonne est reliée à 
un détecteur UV (Gilson Holochrome, Angleterre) réglé à 280 nm. Une première élution 
est effectuée avec une solution EtOH/H2O 50:50 (v/v) afin d’éliminer les acides 
phénoliques, les anthocyanes et les sucres. Les tanins oligomériques sont ensuite 
obtenus par élution au MeOH (cf. chapitre III.1.2).  
II.2.4 Extraction des tanins polymériques 
Les tanins sont d’abord extraits selon la méthode décrite au chapitre II.2.2. Le mélange 
est ensuite déposé sur une colonne LH-20 (Pharmacia Biochem, Suède). Les acides 
phénoliques et les oligomères sont élués avec une solution MeOH/H2O 50:50 (v/v), puis 
la fraction polymérique est récupérée par élution avec un mélange acétone/H2O 75:25 
(v/v). Cette dernière fraction est purifiée sur un gel Toyopearl HW-40S (Tosohaas, 
Japon). L’élution est la suivante : MeOH/H2O 50:50 (v/v) ; MeOH, puis acétone/H2O 
75:25 (v/v). La dernière fraction (acétone 75%) est lyophilisée pour finalement devenir 
une poudre de couleur orange (fraction polymérique). 
II.2.5 Fractionnement de la fraction polymérique en fonction du DPm 
(Degré de Polymérisation moyen) 
II.2.5.1 Fractionnement de la fraction polymérique en fonction du 
DPm sur poudre de verre 
30 mg de la fraction polymérique sont dissous dans 0.5 mL de MeOH, puis les tanins sont 
précipités avec 5 mL de CHCl3. Le contenu en entier est déposé en tête d’une colonne 
(1x10 cm) remplie de poudre de verre (212-300 µm, unwashed, Sigma, Suisse). 
Les tanins sont ensuite élués avec des volumes de 30 mL d’un gradient CHCl3/MeOH : 
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Tableau II.2-1: Pourcentage du mélange MeOH/CHCl3 utilisé pour l’élution de chaque 
fraction tannique. 
Fractions 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
CHCl3 (%) 85 80 75 70 65 60 55 50 45 0 
MeOH (%) 15 20 25 30 35 40 45 50 55 100 
 
Les 10 fractions collectées sont ensuite analysées par thiolyse pour déterminer leur DPm 
(cf. chapitre II.3.1). 
II.2.5.2 Fractionnement de la fraction polymérique en fonction du 
DPm sur Rélite SP411 et LCC-Microsphères-DVB-450-1200 
60 mg de la fraction polymérique sont solubilisés dans 1 mL de MeOH. 1 g de rélite 
SP411 (ou LCC-Microsphères-DVB-450-1200) (LCC Engeneering and Trading, Suisse) est 
introduit à cette solution. Le MeOH est évaporé à l’évaporateur rotatif. Le mélange est 
déposé en tête d’une colonne (1X10 cm) remplie de phase. L’élution est identique à celle 
décrite au chapitre II.2.5.1. Les 10 fractions collectées sont ensuite analysées par 
thiolyse pour déterminer leur DPm (cf. chapitre II.3.1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Matériel et méthodes 
 50
II.2.6 Schéma récapitulatif de l’extraction et du fractionnement des 
tanins du raisin 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure II.2-1: Schéma récapitualtif de l’extraction et du fractionnement des tanins du 
raisin. 
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II.3 METHODES D’ANALYSE DES TANINS 
II.3.1 Thiolyse 
Le DPm (Degré de Polymérisation moyen) des fractions tanniques a été calculé par la 
méthode de la thiolyse (cf. chapitre III.1.4).  
50 µL d’une solution méthanolique à 1 mg/mL en tanins sont mélangés à 50 µL d’une 
solution méthanolique HCl 0.2 N à 5% d’α-toluène-thiol (puriss, Fluka, Suisse) dans un 
pilulier 1,1-CTVG avec un bouchon 11-AC7 (Infochroma AG, Suisse). Le mélange 
réactionnel est laissé 2 min à 90°C puis est directement refroidi sous l’eau froide. 
L’échantillon est analysé par HPLC en utilisant le programme HPLC « programme 
thiolyse » (cf. chapitre II.5.4.1).  
II.3.2 Hydrolyse enzymatique 
50 mg de la fraction polymérique (cf.chapitre II.2.4) de Gamay ou Gamaret sont dissous 
dans 30 mL d’un tampon citrate 50 mM à pH 5.5. La solution est thermostatisée à 37°C 
et 30 mg de tannase (Aspergillus oryzae, Kikkoman, Japon) sont ajoutés. Le pH est 
ajusté à l’aide d’un pH-stat (Dosimat, Impulsomat muni d’une électrode au calomel, 
Metrohm, Suisse) avec une solution NaOH 0.1 N. Il faut en ajouter en moyenne entre  
3-5 mL pour chaque réaction. Le mélange réactionnel est laissé sous agitation pendant 
48 heures. La solution est extraite trois fois à l’AcOEt, puis le solvant organique est 
éliminé à l’évaporateur rotatif. L’hydrolysat est dissous dans 0.5 mL d’un mélange 
H2O/CH3CN 50:50 (v/v), puis 20 µL sont injectés sur la colonne HPLC avec le programme 
« stilbènes » (cf. chapitre II.5.4.2) pour les analyses LC/MS. 
II.4 TESTS BIOLOGIQUES 
Les tests biologiques sont effectués sur toutes les fractions oligomériques et 
polymériques des baies de raisin. La stilbène oxydase a été purifiée selon le Dr. R. Pezet 
[80]. Les tests sont réalisés avec la fraction DEAE 0.1 M NaCl, contenant l’enzyme. Elle a 
été diluée de telle sorte que son activité soit de 60 nmol de resvératrol oxydées par min 
pour 10 µL d’enzyme.  
Le mélange réactionnel est le suivant : 
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 40 µL de resvératrol 4.3 10-3 M dans l’EtOH 
 10 µL d’enzyme 
 2-100 µL d’une solution tannique inhibitrice dont la concentration est calculée 
en fonction du DPm correspondant (une unité DPm vaut 288 g/mol environ). 
 
Le volume est ajusté à 3 mL avec un tampon phosphate-citrate 0.1 M à pH 5.2. Le 
spectrophotomètre (Shimazu UV-160, Japon) est thermostatisé à 30°C. La baisse 
d’absorbance du resvératrol à 307 nm est mesurée toutes les 10 secondes durant 160 
secondes. L’appareil calcule le nombre de moles de resvératrol oxydées par minute via le 
coefficient d’extinction molaire (ε = 22363). Chaque mesure est répétée en triplicata.  
 
 
Figure II.4-1: Spectre de la variation d’absorbance (307 nm) du resvératrol en fonction 
du temps  pour l’inhibition de la stilbène oxydase. 
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II.5 CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE À HAUTE PERFORMANCE (HPLC) 
II.5.1 Qualité des solvants utilisés 
Les solvants organiques, de qualité HPLC, proviennent de la maison SDS (France). L’eau 
est bidistillée sur un système Millipore de Supelco (USA). 
Les solvants sont filtrés avant utilisation sur un filtre Millipore (Supelco, USA) en nylon 
(0.45 µm, 47 mm de diamètre). 
II.5.2 Préparation des échantillons 
Les extraits sont filtrés, avant injection dans la colonne HPLC, sur un filtre Millipore 
(Supelco, USA) en nylon (0.45 µm, 25 mm de diamètre) avec un adaptateur Swinnex 
non stérile (25 mm de diamètre). 
II.5.3 Instrumentation 
Trois différentes colonnes HPLC ont été utilisées pour les analyses : 
 
 RP-C18 Lichrospher-100, 5 µm, 250x4 mm avec une précolonne Lichrocart-100, 
5 µm, 4x4 mm muni d’un système manu-CART 4 mm (Merck, Allemagne). 
 RP-C18 Nucleosil-100, 7 µm, 250x4.6 mm avec une précolonne Nucleosil-100, 7 
µm, 20x4 mm (Bischoff, Suisse). 
 Nucleosil-100, 7 µm, 250x7 mm (Dr Ing. H. Knauer GmbH, Allemagne). 
 
Deux appareils ont servi pour les analyses HPLC : 
 
 HP-1050 couplé à un détecteur DAD HP-1040 A (Agilent)  
 HP-1100 couplé à un détecteur UV à longueur d’onde variable (Agilent)  
 
Différents programmes HPLC sont utilisés en fonction des analyses ; ils ont été nommés 
par rapport à leur utilisation.  
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II.5.4 Programmes HPLC 
II.5.4.1 Programme HPLC « Thiolyse » 
Application : Analyse des produits de réaction de la thiolyse 
Colonne : RP-C18 Nucleosil-100, 7 µm, 250x4.6 mm 
Flux : 0.8 mL/min 
λ : 280 nm 
A : H2O/HCOOH 98:2 (v/v) 
B: CH3CN/H2O/HCOOH 80:18:2 (v/v/v) 
Injection: 10 µL 
 
Temps (min) % A %B 
0 85 15 
15 25 75 
20 0 100 
24 0 100 
25 85 15 
36 85 15 
II.5.4.2 Programme HPLC « Stilbènes » 
Application : Détection par LC/MS des stilbènes de l’hydrolyse enzymatique et des 
extraits tanniques 
Colonne : RP-C18 Lichrospher-100, 5 µm, 250x4 mm 
Flux : 1 mL/min 
λ : 307 nm 
A : H2O/CH3CN 7:3 (v/v) 
B: CH3CN 
Injection : 20 µL 
 
 
 
 
 
 
 
 
Temps (min) % A %B 
0 100 0 
1 100 0 
20 35 65 
22 35 65 
24 0 100 
26 0 100 
27 100 0 
37 100 0 
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II.5.4.3 Programme HPLC « Phase normale » 
Application : Analyse des extraits bruts de Gamay et de Gamaret  
Colonne : Nucleosil-100, 7 µm, 250x7 mm 
Flux : 1 mL/min 
λ : 280, 254, 366 nm 
A : CH2Cl2/MeOH/H2O/TFA 10:86:2:0.005 (v/v/v/v) 
B : CH2Cl2/MeOH/H2O/TFA 82:18:2:0.005 (v/v/v/v) 
Injection : 20 µL 
 
 
 
 
 
 
 
 
II.5.4.4 Programme HPLC « Les oligomères » 
Application : Analyse LC/MS/MSn des proanthocyanidines oligomériques 
Colonne : RP-C18 Nucleosil-100, 7 µm, 250x4.6 mm 
Flux : 1 mL/min 
λ : 280 nm 
A : H2O 
B : H2O/CH3CN 2:8 (v/v) 
Injection: 20 µL 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Temps (min) % A %B 
0 0 0 
50 40 60 
55 55 45 
60 100 0 
65 100 0 
65.1 0 100 
70 0 100 
Temps (min) % A %B 
0 97 3 
7 80 20 
22 70 30 
40 60 40 
50 0 100 
55 0 100 
56 97 3 
66 97 3 
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II.6 DETERMINATION DU TEMPS DE RETENTION DU PTEROSTILBENE 
SUR DIFFERENTES COLONNES HPLC 
II.6.1 Colonne RP-C18 Lichrospher-100, 5 µm, 250x4 mm 
20 µL d’une solution de 0.2 mg/mL de pterostilbène (PM 256 g/mole, cf. chapitre II.10) 
sont injectés sur la colonne RP-C18 Lichrospher-100, 5 µm, 250x4 mm avec le 
programme HPLC « stilbènes » décrit au chapitre II.5.4.2. L’HPLC est couplée à un 
spectromètre de masse : le LCQ de Thermofinnigan (USA) (cf. chapitre II.7.2.2). L’ion à 
m/z 255 [M-H]- est fragmenté par l’application d’une tension de 1V dans l’Ion Trap, 
donnant un ion MS2 à m/z 240. Le temps de rétention est de 16.8 min. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure II.6-1: Chromatogramme LC/MS du pterostilbène avec le spectre MS1 et MS2. 
II.6.2 Colonne RP-C18 Nucleosil-100, 7 µm, 250x4.6 mm 
20 µL d’une solution de 0.2 mg/mL de pterostilbène (PM 256 g/mole, cf. chapitre II.10) 
sont injectés sur la colonne RP-C18 Nucleosil, 7 µm, 250x4.6 mm avec le programme 
HPLC « les oligomères » décrit au chapitre II.5.4.4.  
Le temps de rétention observé est de 41.8 minutes. 
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II.7 TECHNIQUES SPECTROSCOPIQUES ET SPECTROMETRIQUES 
II.7.1 Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) 
Les spectres de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) ont été mesurés sur un appareil 
Bruker AMX-400. Comme solvants deutérés, nous avons utilisé soit D2O, Acétone-d6, 
MeOH-d4 ou CDCl3 (Cambridge Isotope Laboratories Inc., USA).  
II.7.2 Spectrométrie de Masse (MS) 
Les extraits sont dissous dans l’acétone, le méthanol ou l’isopropanol (puriss. p.a., SDS, 
France) avant d’être analysés. 
II.7.2.1 ESI-QIT/MS 
L’appareil est un LCQ de Thermofinnigan (USA) (cf. chapitre I.5.4), équipé d’une source 
électrospray et d’un analyseur Ion Trap. Les paramètres de l’appareil sont ajustés en 
fonction de la méthode utilisée. En général les conditions suivantes ont été appliquées : 
 
Tension de la source : 5 kV en positif et -3.5 kV en négatif 
Température du capillaire : 210 °C 
Flux d’azote : 900 mL/min 
Flux auxiliaire d’azote : 300 mL/min 
Tube lens offset : -40 à +40 V 
Tension du capillaire : -30 à +30 V 
 
Ces paramètres ne sont pas exhaustifs. Ils varient en fonction de la sensibilité de la 
méthode et de la calibration de l’appareil. 
II.7.2.2 LC/MS 
Les analyses LC/MS ont été effectuées sur le LCQ de Thermofinnigan (USA) en mode 
positif ou négatif. Le flux provenant de l’HPLC est séparé par un Split post-colonne, ainsi 
90% du solvant est éliminé et 10% sont introduits dans la source ESI. Une solution de 
NH4OH 5% est ajoutée en infusion à 3 µL/min avec une micro-pompe (Thermofinnigan, 
USA) afin de favoriser la déprotonation des ions uniquement en mode négatif. Les 
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paramètres utilisés sont identiques à ceux décrits dans le chapitre II.7.2.1. Nous avons 
appliqué différents modes d’analyse en fonction de l’expérience réalisée : 
 
Le mode SIM : L’Ion Trap stocke sélectivement les ions préselectionnés, puis les scanne 
de manière à fournir une trace ionique SIM de chaque ion. Ceci permet d’augmenter 
considérablement la sensibilité de l’analyse. 
 
Le mode Dependant Scan Event : Il utilise les critères du scan précédent pour 
l’application de la fragmentation MS/MS ou MSn. Il s’agit entre autres de l’intensité du ion 
ou d’une liste d’ions présélectionnés. Pour l’analyse MSn des oligomères, l’ion de plus 
forte intensité est selectionné, isolé, fragmenté et détecté. Le fragment est ensuite isolé, 
fragmenté puis détecté, et ainsi de suite jusqu’à que son intensité soit plus faible que 
1x104 counts. 
II.7.2.3 ESI-FT-ICR/MS 
Ces mesures ont été effectuées par l’entreprise Bruker (Bremen, Allemagne), sur un 
appareil BioApex II 7.0 Tesla équipé d’une source ESI Apollo, en mode négatif par 
infusion directe. Les conditions sont les suivantes : 
 
128 scans d’accumulation 
Accumulation de 2 secondes dans l’hexapole pour chacun des scans 
Voltage du capillaire: 4.3 kV 
Tension du capillaire de sortie: -340 V 
Amplitude (RF) de l’hexapole dans la source ESI: 500 V 
Température du gaz séchant : 120 °C 
Tensions de la trappe: -0.9 V (PV1) et -1.1 V (PV2) 
Sidekick: -1.2 V (aucun gaz de collision n’est utilisé dans la cellule) 
Ionization pulse length: 1.8 msec 
Domaine de masse (m/z): 500 - 3000 
Sweep width of detection: 217.4 kHz 
Temps d’acquisition: 0.302 seconde 
Acquisition time domain data size: 128 k 
Processing data size: 256 k 
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II.7.2.4 MALDI-TOF/MS (home built, ETH, Zürich) 
L’appareil a été construit par le groupe du Prof. R. Zenobi (ETHZ, Suisse). Il est équipé 
d’un analyseur Time of Flight d’une longueur de 2 m. Les ions sont désorbés par un laser 
incident (30°) UV, N2, 337 nm (VSL-337ND-T), puis accélérés par une tension de 25 kV ; 
ils sont ensuite détectés par un détecteur pyroélectrique. L’énergie de chaque pulse varie 
entre 20-60 µJ. Une centaine de scans sont accumulés afin d’obtenir un spectre ayant un 
rapport signal/bruit élevé. Les mesures sont effectuées en mode positif. La matrice 
utilisée est l’acide trans-indolacrylique (IAA) (Fluka, Suisse). L’échantillon est préparé en 
superposant une couche de matrice, puis l’échantillon et finalement encore une fois la 
matrice dans des proportions décrites par G. Krueger [112].  
II.7.2.5 MALDI-TOF/MS (Dynamo, Thermo Bioanalysis) 
L’appareil utilisé est un DYNAMO de Thermo Bioanalysis (Spectronex, Suisse). Il est 
composé d’un analyseur Time-of-Flight d’une longueur de 1.2 m, d’un laser UV, N2,  
337 nm, d’une extraction dynamique et d’un détecteur multiplicateur d’électrons. 
L’échantillon est solubilisé dans le MeOH (0.01 mg/µL), puis 3 µL de cette solution sont 
dilués dans 10 µL d’une solution MeOH/H2O 4:6 saturée d’acide 2,5-dihydroxybenzoïque 
(Fluka, Suisse). 2 µL de ce mélange sont déposés sur une plaque en métal. Les ions sont 
désorbés avec une énergie de laser de 48.00 µJ et une delayed extraction de 0.22 
nanosecondes est appliquée. 
Les standards de calibration internes sont l’insulin bovine B-chain oxidized m/z 3495.9 et 
l’angiotensine I humaine m/z 1296.7 (Sigma, Suisse). 
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II.8 ISOLEMENT ET PURIFICATION DE L’ε-VINIFERINE 
L’isolement de ce composé a été effectué par le Dr. R. Pezet à Changins (Nyon, Suisse). 
100 g de sarments de vigne (Vitis vinifera, var. Gamaret) sont broyés et extraits dans un 
litre d’un mélange H2O/MeOH 7:3 (v/v) pendant 10 minutes dans l’obscurité. La solution 
est filtrée, puis la phase liquide est évaporée à sec avec un évaporateur rotatif  
(max. 30°C). Le résidu est solubilisé dans 300 mL de NaHCO3 3% et extrait trois fois 
avec 200 mL d’AcOEt. Les phases organiques sont réunies, séchées sur Na2SO4 et le 
solvant est éliminé à l’évaporateur rotatif (max. 30°C) pour obtenir 566 mg d’extrait 
brut. Celui-ci est ensuite solubilisé dans un mélange MeOH/H2O 7:3 (v/v) et déposé sur 
une colonne RP-C18 (Lichroprep, Merck, 23x2.5 cm). L’élution est la suivante : 
MeOH/H2O 3:7, puis MeOH/H2O 1:1 (v/v) et enfin MeOH. La fraction méthanolique pure 
est évaporée à sec et nous obtenons 181 mg d’un mélange de composés. Cette fraction 
est ensuite resolubilisée dans 5 mL de MeOH et 5 mL d’eau sont encore ajoutés. La 
solution est déposée sur une colonne RP-C18 (Lichroprep, Merck, 23x2.5 cm) puis éluée 
successivement avec 100 mL de MeOH/H2O 1:1 (v/v), 6:4 (v/v), 7:3 (v/v), puis MeOH 
pur. La fraction MeOH/H2O 7:3 montre un composé fluorescent qui est isolé et le solvant 
est éliminé sous N2. Le composé (34.48 mg) est purifié par HPLC semi-préparative 
(système HPLC Bruker):  
 
Colonne : Lichrospher, Merck, RP-C18, 50x2.5 cm 
Flux : 3 mL/min 
λ : 325 nm 
Solvant A : MeOH/H2O 4:6 (v/v) 
Solvant B : MeOH 
 
Temps (min) % A %B 
0 100 0 
140 33 77 
145 55 100 
180 0 100 
195 100 0 
 
Le composé est collecté entre 112-135 minutes. Le solvant est évaporé sous N2 pour 
obtenir 28.6 mg de solide. Le produit est repurifié une dernière fois sur CCM préparative 
(SiO2, plaque Merck, 20x20) avec un mélange CHCl3/MeOH 8:1 (v/v). La bande 
fluorescente est délicatement retirée de la plaque et la silice est extraite avec du MeOH. 
Le composé obtenu est caractérisé par MS et RMN (cf. chapitre V.2). 
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II.9 SYNTHESE ET PURIFICATION DU RESVERATROL TRANS-
DEHYDRODIMERE 
Cette synthèse a été réalisée par le Dr. R. Pezet à la station fédérale de Changins 
(Nyon). 
Le resvératrol trans-déhydrodimère est synthétisé par réaction enzymatique à partir du 
resvératrol (Sigma, Suisse) et de la stilbène oxydase, provenant de Botrytis cinerea, 
partiellement purifiée (fraction DEAE-Cl, 6B, 0.1 m NaCl) [80]. 10 mL d’une solution 
acétonique de resvératrol (5 mg/mL) sont dilués dans 1 L d’eau distillée. 2.4 mL 
d’enzyme (activité pour 10 µL : 122.58 nmoles oxydées par minute) y sont ajoutés. Le 
mélange réactionnel est maintenu sous agitation à 30°C pendant 15 minutes. La phase 
aqueuse est extraite 3 fois avec de l’AcOEt (3 x 200 mL). Les phases organiques sont 
réunies et séchées sur Na2SO4 et le solvant est évaporé à l’évaporateur rotatif  
(max. 30°C). Le résidu est solubilisé dans un mélange MeOH/H2O 3:7 (v/v) et déposé sur 
une colonne préparative RP-C18 (1.5 x 10 cm), puis élué avec 100 mL de MeOH/H2O 3:7 
(v/v), 50 mL de MeOH/H2O 1:1 (v/v) et 100 mL MeOH. La fraction méthanolique, 
contenant le composé, est évaporée à sec, puis est repurifiée par TLC préparative  
(SiO2, 20x20, Merck) (éluant : CHCl3/MeOH 8:1 (v/v)). La bande fluorescente (Rf : 0.25) 
est délicatement retirée et la silice est extraite avec du MeOH. Nous obtenons 16.6 mg 
de resvératrol trans-déhydrodimère pur. 
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Figure II.9-1: Synthèse enzymatique du resvératrol trans-déhydrodimère 
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II.10 SYNTHESE DU PTEROSTILBENE 
Certaines expériences ont nécessité l’utilisation du pterostilbène (cf. chapitres III.2 et 
III.3). Le Dr. V. Pont avait mis au point une méthode pour la synthèse de ce composé 
[113]. Afin de faciliter la manipulation, nous avons adapté les modes opératoires à des 
méthodes plus actuelles. 
II.10.1 Produits et réactifs utilisés 
Tous les produits et réactifs utilisés proviennent de la maison Fluka (Buchs, Suisse) et 
sont de qualité puriss. Les solvants, de qualité technique, ont été achetés à la maison 
SDS (France) et sont distillés deux fois sur une colonne Vigreux. 
II.10.2 Chromatographie sur Couche Mince (CCM) 
Les chromatographies sur couche mince ont été effectuées sur des plaques de silicagel 
60 F254 (Merck, Allemagne) de 0.1 mm d’épaisseur sur feuille d’aluminium. 
II.10.3 La Chromatographie Liquide à Basse Pression (LPLC) 
Les chromatographies liquides à basse pression sont effectuées sur gel de silice (C-Gel, 
C-560, CU Chemie Uetikon AG, Suisse) de granulométrie 0.060-0.200 mm. Les colonnes 
utilisées sont en verre et leur grandeur et largeur sont adaptées en fonction de leur 
application.  
II.10.3.1 Synthèse du 4-(3,5-dimethoxy-benzylidene)-2-phenyl-4H-
oxazol-5-one  
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7.5 g (0.0451 mol) de diméthoxy-3,5-benzaldéhyde (I), 10.5 g d’acide hippurique 
(0.0587 mol), 7.5 g d’acétate de sodium (0.0914 mol) et 18 mL d’anhydride acétique sec 
sont introduits dans un bicol de 100 mL. Le mélange réactionnel est chauffé à reflux 
pendant une heure, puis il est refroidi dans un bain de glace pendant deux heures pour 
permettre la cristallisation du produit. 35 ml d’EtOH sont ensuite ajoutés et la solution 
est encore laissée ½ heure dans le bain de glace. Les cristaux jaunes sont filtrés sur 
büchner et lavés avec de l’EtOH glacé et de l’eau glacée. 
Le solide est purifié par chromatographie liquide sur gel de silice (ligroïne 90-110°/AcOEt 
3:1 (v/v)). On obtient 6.24 g (44.7%) de produit II. 
P.F.:155-157 °C. 
 
1H-RMN (400 MHz, CD3OD) : 
7.96 (2H, m, H-2’,6’), 7.61 (1H, m, H-4’), 7.53 (2H, m, H-3’,5’),7.53 (1H, s, (C-4)-H), 
6.82 (2H, d, H-2’’,6’’), 6.50 (1H, t, H-4’’), 3.69 (6H, s, OCH3).  
 
13C-RMN (100 MHz, CD3OD) : 
168.78, 165.65, 161.28 (C-3’’,5’’), 135.49, 135.33, 133.78 (C-4-H), 132.35 (C-4’), 
128.75 (C-3’,5’), 127.73 (C-2’,6’), 126.44, 107.75 (C-2’’,6’’), 102.25 (C-4’’), 54.78 
(OCH3). 
 
MS (ESI, positif, m/z) : 310 [M+H]+ 
II.10.3.2 Synthèse de l’acide 3,5-diméthoxy-phényl acétique 
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2.6 g (8.4 mmol) du composé II sont introduits dans 26 mL de NaOH 10%. Le mélange 
est chauffé à reflux pendant cinq heures, puis il est refroidi dans un bain de glace 
pendant une heure. 14 mL de H2O2 10%, sont introduits, sous agitation, en faisant 
attention que la température ne dépasse pas 5°C. Le mélange réactionnel est laissé à 
température ambiante pendant 14 heures, sans agitation. La solution est acidifiée par 
addition d’HCl concentré, jusqu’à pH 3, puis la phase organique est extraite 3 fois à 
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l’AcOEt. Le produit est ensuite laissé au frigo durant la nuit, puis le précipité est récupéré 
par filtration sur büchner et séché.  
Le composé est purifié par chromatographie liquide sur gel de silice (Ligroïne 90-
100°/AcOEt/CH3COOH 1:1:0.001 (v/v/v)). Nous obtenons 800 mg (48.6%) d’un solide 
jaune. 
P.F. : 99-100 °C 
 
1H-RMN (400 MHz, CD3OD) : 
6.46 (2H, d, 3J=2.27 Hz, H-2,6), 6.39 (1H, t, 3J=2.25 Hz, H-4)), 3.77 (6H, s, OCH3), 
3.54 (2H, s, CH2). 
 
13C-RMN (100 MHz, CD3OD) : 
174.44 (COOH), 161.32 (C-3,5), 137.04 (C-4), 107.38 (C-2,6), 98.86 (C-1), 54.68 
(OCH3), 41.12 (CH2), 
 
MS (ESI, négatif, m/z): 195 [M-H]- 
II.10.3.3 Synthèse du 4-[2-(3,5-dimethoxy-phenyl)-vinyl]-phenol 
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1 mL de pipéridine (10.1 mmol), 1.9 g (15.6 mmol) de p-hydroxybenzaldéhyde et 0.8 g 
(4.08 mmol) du produit III sont chauffés à 150°C dans un tricol relié à la trompe à vide, 
sous flux d’azote, 3 heures à 100°C et 3 heures à 150°C . Le mélange réactionnel est 
refroidi, puis extrait trois fois au chloroforme. La phase organique est séchée sur MgSO4 
puis filtrée. Le solvant est éliminé à l’évaporateur rotatif, puis le produit est purifié par 
chromatographie sur gel de silice (Hexane/AcOEt 4:1 (v/v)). On obtient 460 mg (44%) 
de pterostilbène (IV). 
P.F : 87°C 
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1H-RMN (400 MHz, Acetone-d6) : 
7.45 (2H, d, J=8.6 Hz, H-3,5), 7.18 (1H, d, Jtrans=16.4 Hz, H-1’), 6.99 (1H, d, Jtrans=16.4 
Hz, H-2’), 6.86 (2H, d, J=8.6 Hz, H-2,6), 6.73 (2H, d, J=2.2 Hz, H-4’’), 6.38 (1H, t, 
J=2.2 Hz, H-2’’,6’’), 3.82 (6H, s, OCH3) 
 
13C-RMN (100 MHz, Acetone-d6) : 
161.08 (C-3’’,5’’), 157.32 (C-1), 139.90 (C-1’), 128.83 et 128.78 (C-2’ et C-4), 127.8 
(C-3,5), 125.54 (C-2’), 115.43 (C-2,6), 103.99 (C-2’’,6’’), 99.12 (C-4’’), 54.57 (OCH3)  
 
MS (ESI, négatif, m/z): 255 [M-H]- 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
CHAPITRE III 
 
DEVELOPPEMENT DE METHODES 
POUR L’ANALYSE DES TANINS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Développement de méthodes pour l’analyse des tanins  
 67
III DEVELOPPEMENT DE METHODES POUR L’ANALYSE DES 
TANINS 
III.1 EXTRACTION ET FRACTIONNEMENT DES TANINS 
III.1.1 Analyse par HPLC des extraits bruts de Gamay et de Gamaret 
Les polyphénols sont des molécules très polaires qui sont solubles dans les solvants, tels 
que l’eau, le méthanol, l’éthanol et l’acétone. Leur solubilité dépend de leur degré de 
polymérisation. Les tanins à faible DPm (<6) sont solubles dans l’éthanol et le méthanol, 
ceux à DPm plus élevé (>6) sont solubles dans l’acétone/H2O 75:25 ((v/v)). Leur 
extraction et leur fractionnement à partir du raisin, se base sur cette particularité [114].  
 
L’extrait brut, obtenu comme décrit au chapitre II.2.2, contient des tanins mais aussi des 
acides phénoliques et des composés polaires (anthocyanes, flavanols, polysaccharides…). 
Les deux figures ci-dessous (Figure III.1-1 et Figure III.1-2) représentent les 
chromatogrammes des extraits bruts de Gamay et Gamaret injectés sur une phase 
normale avec le programme HPLC « phase normale » (cf.chapitre II.5.4.3) [115;116]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III.1-1: Chromatogramme UV (280, 254 et 366 nm) de l’extrait Gamay. 
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Figure III.1-2: Chromatogramme UV (280, 254 et 366 nm) de l’extrait Gamaret. 
 
La première partie du chromatogramme (0-11 min.) correspond, entre autre, aux 
composés phénoliques simples, comme les flavonols, les acides phénoliques et les 
anthocyanes. La deuxième partie (12-19 min.) montre une série de larges pics non 
résolus pouvant être attribués à la catéchine, l’épicatéchine, l’(épi)catéchine-O-gallate, 
puis aux proantocyanidines dimériques. Plus le poids moléculaire augmente, moins la 
séparation des pics est bonne. De ce fait, la troisième partie du chromatogramme (20-70 
min.) correspond aux oligomères et aux polymères éluant sous la forme d’un large pic 
irrésolu. 
La principale différence entre le chromatogramme de Gamay et celui de Gamaret est un 
rapport plus élevé entre les tanins oligomériques et les tanins polymériques dans l’extrait 
Gamay. 
La séparation de ces composés par HPLC est très difficile dû au grand nombre d’isomères 
et de dérivés possibles pour chaque polymère. La présence d’esters galliques complique 
énormément l’analyse de ces molécules, car leur diversité augmente considérablement. 
L’analyse des tanins par HPLC est largement décrite dans la littérature, mais n’apporte 
aucune solution à la séparation d’extraits tanniques du raisin composés de 
proanthocyanidines et de proanthocyanidines galloylées [115;117-129]. 
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III.1.2 Fractionnement des tanins oligomériques 
Les chromatogrammes HPLC (phase normale) des extraits bruts de raisin (cf. chapitre 
III.1) montrent entre 20 et 28 minutes de larges pics irrésolus qui correspondent aux 
différents isomères oligomériques.  
L’isolement de tels composés est décrit dans la littérature, mais nécessite l’utilisation de 
multiples méthodes de purification [130]. La séparation par HPLC sur phase normale 
s’est avérée être efficace lorsque l’extrait tannique ne contenait pas de 
proanthocyanidines galloylées [115]. Pour le raisin, la même méthode a été appliquée 
par V. Cheynier (1997) [131], mais sans grand succès. Le chromatogramme obtenu est 
semblable à ceux de Gamay et Gamaret (Figure III.1-1 et Figure III.1-2).  
Afin d'obtenir une bonne séparation sur colonne HPLC, une nouvelle méthode a été 
développée permettant le fractionnement des tanins oligomériques (cf. Figure III.1-3 et 
Figure III.1-4). L’extrait brut est déposé en tête d’une colonne Toyopearl HW-40F, reliée 
à un détecteur UV. Une première élution est effectuée avec une solution EtOH/H2O 50:50 
(v/v) afin d’éliminer les acides phénoliques, les anthocyanidines et les sucres. Les tanins 
oligomériques sont ensuite obtenus par élution au MeOH (cf. chapitre II.2.3). Les deux 
chromatogrammes ci-dessous montrent très nettement les différents pics appartenant à 
des tanins oligomériques. En règle générale, plus leur temps de rétention est élevé, plus 
leur poids moléculaire augmente [132]. Mais, l’analyse par LC/MS nous démontrera que 
cette règle n’est pas applicable dans notre cas (cf. chapitre IV.2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III.1-3: Fractionnement des tanins oligomériques de Gamaret sur HW 40F. 
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Figure III.1-4: Fractionnement des tanins oligomériques de Gamay sur HW 40F. 
Les deux chromatogrammes se différencient par les concentrations des fractions 
oligomériques (II à VI). Ces fractions peuvent être ensuite analysées par LC/MS sur  
RP-C18 avec le programme HPLC « les oligomères » (cf. chapitres IV.2 et II.5.4.4). 
III.1.3 Extraction des tanins polymériques 
L’extrait brut est composé d’un mélange d’acides phénoliques, d’anthocyanes, de sucres, 
de proanthocyanidines oligomériques et polymériques. Grâce aux différences de solubilité 
et d’affinité avec les phases LH-20 et Toyopearl HW-40S, il est possible de séparer 
sélectivement ces différents composés dans le but d’obtenir une fraction contentant les 
molécules simples, une fraction oligomérique et une fraction polymérique à DPm élevé 
(cf. chapitre II.2.4) [114;133].  
Plus la grappe est mûre, plus la purification de la fraction polymérique est difficile. Ceci 
est dû à l’augmentation de la quantité d’anthocyanes et de sucres présents dans le grain. 
III.1.4 Détermination du degré de polymérisation moyen (DPm) par 
thiolyse 
Cette réaction permet de déterminer le degré moyen de polymérisation (DPm) d’une 
fraction tannique via la rupture de la liaison interflavanique, ceci en milieu acide et en 
présence d’un agent nucléophile fort : l’alpha-toluène thiol [134] (cf. chapitre II.3.1) 
[28;35;135]. La rupture de la liaison carbone-carbone libère toutes les unités terminales 
telles quelles et toutes les unités intermédiaires et supérieures sous la forme de 
I
II
III
IV
V
VI
0 8 heures
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carbocations (cf. chapitre I.2.2.3), puis ceux-ci réagissent avec l’alpha-toluène thiol pour 
former des dérivés benzylthioéther ; les unités terminales sont conservées intactes sous 
la forme de monomères (Figure III.1-5). La stéréochimie de toutes les unités est 
conservée de même que les substituants tels que les galloates (voir mécanisme 
réactionnel en annexe) [134].  
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Figure III.1-5: Schéma réactionnel de la thiolyse 
Le DPm se détermine par le rapport de toutes les unités (terminales, intermédiaires et 
supérieures) sur le nombre d’unités terminales. 
 
DPm = Σ toutes les unités (terminales + intermédiaires+ supérieures) 
Σ unités terminales 
 
Le mélange réactionnel obtenu a été caractérisé par LC/ESI-MS en mode négatif et positif 
avec une colonne RP-C18 selon le programme HPLC « thiolyse » (cf. chapitre II.5.4.1). 
Certains produits de la réaction s’ionisent beaucoup mieux en mode positif et d’autres en 
mode négatif.  
Tableau III.1-1: Caractérisation des composés de réaction de la thiolyse par LC/ESI-MS 
en comparant le mode positif et négatif. 
Composé RT (min) [M+H]+ Intensité des ions [M-H]- Intensité des ions
Catéchine 8.7 291 4.50E+05 289 1.80E+05 
Epicatéchine 9.5 291 2.40E+05 289 8.80E+04 
Epicatéchine-3-OG 10.9 443 0.00E+00 441 9.40E+05 
Cat ou Epicat-SH 14.1 413 0.00E+00 411 1.40E+04 
Epigallocatéchine-SH 14.5 429 2.00E+05 427 1.60E+04 
Catéchine-SH 15.5 413 2.70E+04 411 8.60E+05 
Epicatéchine-SH 16.1 413 2.60E+05 411 1.00E+04 
Epicatéchine-3-OG-SH 16.7 565 1.90E+06 563 2.20E+06 
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L’intensité des ions et quasiment semblable entre le mode négatif et positif, mais 
l’épicatéchine-3-OG (RT 10.9 min.) et les dérivés de la catéchine ou de l’épicatéchine  
(Rt 14.1 min.) ne sont ionisés qu’en mode négatif (cf. Figure III.1-6 et Figure III.1-7). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III.1-6: Caractérisation de la thiolyse par LC/ESI-MS en mode positif. 
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Figure III.1-7: Caractérisation de la thiolyse par LC/ESI-MS en mode négatif. 
 
Figure III.1-8: Chromatogramme HPLC UV (280 nm) de la réaction de thiolyse de la 
fraction acétone de Gamay selon le programme HPLC « thiolyse ». 
min5 10 15 20 25 30 35
mAU
0
200
400
600
800
DAD1 A, Sig=280,4 Ref=590,20 (CAMILLE\GY.D)
16
.1
16
.7
10
.9
8.
7
20
.4
58
15
.5
25
.6
12
21
.5
47
9.
5
19
.3
93
ca
té
ch
in
e
ép
i c
at
éc
h i
n e é
pi
ca
té
ch
in
e-
3-
O
G
épicatéchine-SH
ca
té
ch
in
e-
SH
ca
t. 
ou
 é
pi
ca
t.-
SH
ep
ig
al
lo
ca
té
ch
in
e-
S H
épicatéchine-3-OG-SH
16
.1
16
.7
10
.9
8.
7
20
.4
58
15
.5
25
.6
12
21
.5
47
9.
5
19
.3
93
at
éc
hi
ne
RT
:
0.00 - 30.03
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Time (min)
0
50
100
0
50
100
0
50
100
0
0
50
100
0
50
100 16.10
16.70
10.94 14.40
8.52 9.25
8.50
15.84
9.27
11.00
15.56
13.93 14.55
13.37
10.90
16.70
4.10E6
Base Peak F: - p 
Full ms [ 100.00 
-1000.00]
1.82E5
Base Peak F: - p 
SIM ms [ 288.00 
-290.00]
-
50
100
14.14 16.00
1.25E5
Base Peak F: - p 
SIM ms [ 410.00
-412.00]
2.38E4
Base Peak F: - p 
SIM ms [ 426.00 
-428.00]
3.63E6
m/z= 
440.5-441.5 F: -
p Full ms [ 
100.00 - 1000.00]
1.20E7
m/z= 
562.5-563.5 F: -
p Full ms [ 
100.00 - 1000.00]
Développement de méthodes pour l’analyse des tanins  
 74
La catéchine et l’épicatéchine (m/z 290) s’ionisent aussi bien en mode positif qu’en mode 
négatif. L’ion à 15.8 min (289 [M-H]-) est certainement un composé thiolysé, secondaire, 
coéluant avec l’épicatéchine-SH. L’épicatéchine-3-O-gallate (m/z 442) ne s’ionise qu’en 
mode négatif (441 [M-H]-). En effet, l’acide gallique est un composé riche en électrons, 
qui, par la présence de trois hydroxyles sur le cycle benzénique, peut facilement perdre 
un proton. L’intensité de l’ion en mode négatif (411 [M-H]-) à RT=14.1 min est très 
faible, car il ne se trouve qu’en quantité insignifiante dans les fractions que nous avons 
analysées (cf. Figure III.1-8). L’épigallocatéchine-SH (m/z 428) s’ionise très bien en 
mode positif, comparé au mode négatif. Elle n’est pas détectée sous sa forme native car 
elle ne doit pas être présente en tant qu’unité terminale. La catéchine-SH est en quantité 
moindre par rapport à l’épicatéchine-SH (m/z 413). Finalement, l’épicatéchine-3-O-
gallate-SH (m/z 564) se détecte facilement dans les deux modes d’ionisation. Cette 
analyse des produits de réaction de la thiolyse nous a permis de caractériser les pics du 
chromatogramme UV afin de calculer les DPm de chaque fraction. 
III.1.5 Fractionnement de la fraction polymérique en fonction du degré 
de polymérisation moyen (DPm) 
Il est important de rappeler qu’un des buts de ce travail est d’étudier l’inhibition de la 
stilbène oxydase par les tanins condensés. La fraction polymérique est de loin la plus 
active, et de ce fait il a fallu développer une méthode afin de mettre en évidence la 
relation entre le DPm des tanins et leur pouvoir inhibiteur. 
Plusieurs méthodes décrites dans la littérature, ont été mises au point pour la séparation 
de tanins oligomériques et polymériques en fonction de leur poids moléculaire : par gel 
permeation chromatography de tanins acetylés provenant de la plante Eucalyptus spp. 
[136], par counter-current chromatography [137;138], par chromatographie d’affinité 
[139], sur cartouches Sep-Pak C18 avec des tanins de la grappe de raisin [140] et sur 
Fractogel Toyopearl HW-40S [141;142]. D’autres techniques utilisant l’HPLC avec une 
colonne phase normale ou inverse ont été développées [115;116;125;126;141]. 
III.1.5.1 Fractionnement de la fraction polymérique sur poudre de 
verre 
B. Labarbe (1999) [143] a mis au point une méthode de fractionnement des tanins 
polymériques par DPm croissant. Elle se base sur la solubilité des tanins en fonction du 
pourcentage de MeOH dans un mélange MeOH/CHCl3. Un extrait polymérique de tanins 
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de raisin est déposé sur une phase constituée de poudre de verre, puis est élué par un 
gradient croissant de MeOH/CHCl3 (cf. chapitre II.2.5.1).  
Cette méthode a été appliquée à l’extrait Gamay (Figure III.1-9). 
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Figure III.1-9: Fractionnement sur poudre de verre d’une fraction polymérique. 
 
La fraction polymérique de départ a un DPm de 9. Grâce à ce fractionnement, nous 
obtenons des DPm variant entre 2.27 et 13.18. Ce graphique montre une augmentation 
du DPm en fonction du pourcentage de MeOH, mais pas de manière linéaire. Ceci est en 
partie dû à la formation d’une croûte en tête de colonne. Les tanins de faible DPm se 
trouvent encapsulés dans cet amalgame, ne se libérant qu’avec un pourcentage élevé de 
MeOH. Ce résultat n’étant pas satisfaisant, nous avons cherché une autre phase 
permettant de fixer l’extrait polymérique en tête de colonne et d’éluer sans que la phase 
intervienne de manière déterminante. Nous nous sommes orientés vers des phases 
hydrophobes et poreuses.  
III.1.5.2 Fractionnement de la fraction polymérique sur résines  
Les résines rélite SP411 et LCC-Microsphères-DVB-450-1200 (LCC Engeneering and 
Trading, Suisse) sont des polymères synthétiques, très poreux, hydrophobes, formés de 
styrène et de divinylbenzène (DVB).  
La grandeur de la particule, le diamètre des pores et leur surface varient. Ces 
caractéristiques sont décrites dans le Tableau III.1-2. 
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Tableau III.1-2: Résumé de certaines caractéristiques des résines utilisées. 
 
 
Diamètre de la 
particule (µm) 
Diamètre des pores 
(Å) 
Surface 
(m2/g) 
Rélite SP411 300-800 200-300 600 
LCC-Macrosphères- 450 180 1200 
 
La phase LCC-Microsphères-DVB-450-1200 possède un diamètre des pores plus petit 
(180 Å) et une surface deux fois plus grande (1200 m2/g) en comparaison avec la rélite 
SP411. 
L’extrait polymérique de Gamay (cf. chapitre III.1.3) a été fractionné sur la rélite SP411 
puis sur la phase LCC-Macrosphères-DVB-450-1200 en appliquant le gradient d’élution 
décrit dans le Tableau III.1-2. Les graphiques ci-dessous nous montrent l’évolution des 
DPm en fonction du pourcentage de MeOH contenu dans l’éluant, correspondant aux 
fractions 1 à 10 (cf. chapitre II.2.5). 
 
Fraction polymérique fractionné sur SP411 
3,3
18,89
5,43
4,35
1,67 2,42
16
10,6
7,64
5,84
0
2
4
6
8
10
12
14
16
18
20
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Fractions
D
P
m
 
Figure III.1-10: Fractionnement de la fraction polymérique de Gamay sur la rélite SP411 
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Fraction polymérique fractionné sur DVB 450-1200
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Figure III.1-11: Fractionnement de la fraction polymérique de Gamay sur la phase LCC-
Macrosphères-DVB-450-1200 
 
La rélite SP411 permet un fractionnement régulier du mélange polymérique avec une 
augmentation croissante du DPm. En comparaison, la phase LCC-Macrosphères-DVB-
450-1200 donne un fractionnement régulier jusqu’à un DPm de 9,4 puis les trois 
dernières fractions ont un DPm constant de 13 environ. D’après les résultats, il s’avère 
que la rélite SP411 permet un fractionnement plus uniforme que la phase LCC-
Macrosphères-DVB-450-1200. Les raisons sont peut-être en relation avec le diamètre des 
pores et la surface, mais il est difficile de trouver une réponse si la nature exacte des 
interactions entre la phase et les tanins ne sont pas connues.  
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III.2 HYDROLYSE ENZYMATIQUE DE LA FRACTION POLYMÉRIQUE 
Les fractions polymériques de Gamay et de Gamaret, en faible concentration, inhibent la 
stilbène oxydase. Les tanins peuvent complexer des molécules grâce à leurs 
groupements hydroxyles, en formant des liaisons hydrogènes ou éventuellement par 
estérification de la fonction alcool oxydée en position C-3 de l’unité monomérique [144]. 
Une manière de libérer ces composés se fait par hydrolyse enzymatique par la tannase 
(estérase) [145-147]. Cette enzyme est extraite de variétés d’Aspergillus [146;148]. Elle 
permet d’hydrolyser les fonctions esters et d’en libérer les composés [146;147]. Cette 
réaction a été appliquée à nos extraits polymériques de Gamay et Gamaret ; ceci afin de 
contrôler l’absence ou la présence de pterostilbène dans ces fractions.  
L’hydrolyse enzymatique est effectuée selon la méthode décrite au chapitre II.3.2. Le 
produit de réaction est analysé par LC/MS, en mode négatif, en appliquant différents 
filtres. Le poids moléculaire du pterostilbène est de 256 g/mole. La méthode d’analyse 
comprend un scan de 100-300 uma, un scan SIM à 255 ([M-H]-), un scan MS/MS de l’ion 
parent et un scan SRM (Selected Reaction Monitoring) de l’ion m/z 255 avec un ion fils de 
m/z 240 et ceci à une tension de fragmentation de 1V. 
Le temps de rétention du pterostilbène est de 16.8 minutes sur la colonne RP-C18 avec le 
programme HPLC « stilbènes » (cf. chapitre II.5.4.2).  
L’analyse LC/MS des fractions hydrolysées a été effectuée pour Gamay et Gamaret. Les 
échantillons sont dissous dans un mélange CH3CN/H2O 3:7 (v/v) puis ils sont injectés sur 
la colonne HPLC.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III.2-1: Recherche par LC/MS du pterostilbène dans la fraction polymérique 
hydrolysée de Gamaret. 
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Figure III.2-2: Recherche par LC/MS du pterostilbène dans la fraction polymérique 
hydrolysée de Gamay. 
 
La fraction Gamaret ne contient pas de pterostilbène, la trace SIM à m/z 255 [M-H]- ne 
montre aucun pic à 16.8 min pouvant correspondre au temps de rétention de ce 
composé. Par contre, un ion à 15.60 minutes est visible. Sa masse est identique à celle 
du pterostilbène, de même pour sa fragmentation MS2 (m/z 240). Nous pouvons aussi 
observer la trace SRM correspondant à ce composé inconnu. Afin de confirmer ce 
résultat, l’échantillon a été dopé avec du pterostilbène. La trace SIM montre clairement 
deux pics à des temps de rétention différents. 
L’hydrolysat de la fraction polymérique de Gamay ne contient pas de pterostilbène. Par 
contre, il y a aussi un composé de même poids moléculaire (RT 14.79 min.) que l’on peut 
observer sur la trace SIM à 255. Le spectre MS2 de ce composé fournit un ion à m/z 213, 
correspondant à une perte de 42 uma. La trace SRM ne montre aucun pic à ce temps de 
rétention.  
En résumé, le pterostilbène n’est présent dans aucun des échantillons. Il y a par contre, 
des composés non identifiés qui peuvent être de la famille des stilbènes. De ce fait, nous 
pouvons supposer qu’aucune des molécules recherchées n’est liée par une liaison ester 
aux proanthocyanidines. 
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III.3 RECHERCHE DU PTEROSTILBENE DANS LES FRACTIONS 
OLIGOMÉRIQUES 
Le Dr. Roger Pezet a montré que le pterostilbène était absent dans les variétés 
résistantes, mais qu’il se trouvait en faible quantité dans les variétés sensibles comme 
Gamay. Le but de cette analyse est de vérifier sa présence ou son absence dans les 
fractions oligomériques de tanins de grappes saines de Gamay et de Gamaret. Celles-ci 
ont été obtenues selon la méthode décrite au chapitre III.1.2.  
Le temps de rétention du pterostilbène est de 41.8 min. sur la colonne RP-C18 avec le 
programme HPLC « les oligomères » (cf. chapitre II.5.4.4).  
Toutes les fractions oligomériques sont successivement injectées et analysées par LC/MS 
en appliquant les les modes SIM et SRM, décrits au chapitre III.2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III.3-1: Trace SIM et SRM d’une fraction oligomérique de Gamaret. 
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Figure III.3-2: Trace SIM et SRM d’une fraction oligomérique de Gamay.  
 
Les fractions oligomériques de Gamaret ne contiennent pas de pterostilbène, mais un 
composé qui élue à un temps de rétention proche de celui du pterostilbène  
(Rt 40.86 min.). Il a le même poids moléculaire (m/z 255 [M-H]-), mais son 
fractionnement MS/MS ne fournit pas un pic à m/z 240 mais à m/z 213. On pourrait 
émettre l’hypothèse que cette molécule soit semblable à celle détectée dans l’hydrolyse 
enzymatique de Gamay. 
Par contre, une des fractions oligomériques de Gamay contient du pterostilbène, le temps 
de rétention, le poids moléculaire, sa fragmentation MS/MS et SRM coïncident 
parfaitement. 
Ces résultats correspondent aux recherches menées par le Dr. Roger Pezet. Il a été mis 
en évidence que le pterostilbène est absent dans la variété résistante Gamaret, mais par 
contre, qu’il se trouve en faible quantité dans les variétés sensibles comme Gamay. 
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IV CARACTERISATION DES TANINS PAR SPECTROMETRIE 
DE MASSE 
Les proanthocyanidines se trouvent sous la forme d’un mélange complexe dans les 
extraits bruts. Grâce aux méthodes d’extraction et de fractionnement, décrites au 
chapitre III, il a été possible d’analyser ces fractions par spectrométrie de masse. 
Différentes techniques d’ionisation ont été utilisées pour caractériser les tanins 
oligomériques et polymériques : 
 
 Premièrement, la fragmentation MSn des proanthocyanidines oligomériques a 
été étudiée sur le LCQ de Thermofinnigan avec une source ESI. Cette recherche 
a été possible grâce à l’analyseur Ion Trap. 
 
 Les tanins oligomériques des fractions obtenues selon la méthode décrite au 
chapitre III.1.2 sont analysés par LC/ESI-MS sur RP-C18 (LCQ, 
Thermofinnigan).  
 
 Le mélange de tanins polymériques (cf. chapitre II.2.4) a été analysé par  
ESI-QIT/MS (LCQ, Thermofinnigan), ESI-FT-ICR/MS (BioApex II, Bruker), en 
infusion ; MALDI-TOF/MS (fabriqué maison, ETHZ, Prof. R. Zenobi),  
MALDI-TOF/MS (Dynamo, Thermo Bioanalysis). Les instruments utilisés nous 
ont permis de comparer les différents ions formés, la sensibilité et la résolution 
des appareils. Chaque spectre nous a fourni des informations importantes sur 
la composition de la fraction polymérique.  
 
 Finalement, les fractions obtenues par fractionnement de la fraction 
polymérique sur rélite SP411, selon la méthode décrite au chapitre III.1.5.2, 
ont été analysées par MALDI-TOF/MS (Dynamo, Thermo Bioanalysis). 
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IV.1 FRAGMENTATION ESI-MSn DES TANINS OLIGOMERIQUES 
L’étude de la fragmentation MSn des proanthocyanidines oligomériques a été réalisée en 
infusant une solution très diluée de tanins polymériques. L’ion à fragmenter est isolé 
dans l’Ion Trap ; une tension de 1V (correspondant à une énergie de 20% sur le 
programme du LCQ) lui est appliquée; le fragment est éjecté de la trappe, puis détecté. 
Il est ensuite isolé et une tension de 1V est à nouveau appliquée ; il est ainsi 
refragmenté, éjecté puis détecté. Ce schéma peut se répéter jusqu’à 10 fois, mais dans 
notre cas, cela ne nous apporte aucune information supplémentaire au-delà de la 
fragmentation MS5.  
L’analyse par MSn a été appliquée à des dimères et trimères, galloylés et non-galloylés. 
Les figures ci-dessous décrivent les mécanismes ESI de fragmentation de ces ions. Afin 
de faciliter la compréhension et d’éviter toute confusion, nous avons nommé le dimère 
DP2 (DP signifiant Degré de Polymérisation et 2 se rapporte au nombre d’unités du 
polymère) et par exemple, le dimère galloylé sera nommée DP2G et le dimère digalloylé 
DP2G2. 
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Figure IV.1-1: Mécanisme de fragmentation MS4 du dimère (DP2). 
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Figure IV.1-2: Spectres de fragmentation du dimère DP2. 
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Le dimère DP2 (m/z 577 [M-H]-) subit d’abord une fragmentation du type Rétro Diels-
Alder (RDA) [131;149;150], qui a la particularité d’impliquer, non plus des électrons, 
bien décrit dans les mécanismes EI, mais des paires d’électrons, conduisant ainsi à une 
perte de 152 uma. L’ion ainsi formé (m/z 425) perd une molécule d’eau par un 
mécanisme simple de déshydratation décrit par W. Friedrich (2000) [120]. La dernière 
fragmentation n’a pas été élucidée et aucun mécanisme n’a été proposé à ce jour. La 
même étude a été appliquée pour le dimère galloylé DP2G (m/z 730). 
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Figure IV.1-3: Mécanisme de fragmentation MS4 du dimère galloylé (DP2G). 
Caractérisation des tanins par spectrométrie de masse 
 87
Le dimère galloylé DP2G (m/z 729 [M-H]-) (Figure IV.1-3) subit, premièrement, la perte 
de l’acide gallique [M-H-152]- pour obtenir le dimère DP2 et deuxièmement, la 
déshydratation avant la réaction RDA. 
Nous avons analysé de la même façon les trimères DP3 et DP3G. Le tableau ci-dessous 
résume les différentes fragmentations de ces composés.  
Tableau IV.1-1: Enumération des différents fragments obtenus pour les dimères et les 
trimères 
Composés [M-H]- MS2 MS3 MS4 MS5 
DP2 577 425* 407 285  
DP2G 729 577 559 407* 285 
DP3 865 577 425*, 407*, 289   
DP3 865 695* 543* 525  
DP3G 1017 729 577 559, 407*  
*correspond à une fragmentation RDA 
 
Le trimère DP3 peut suivre deux chemins de fragmentations : le premier montre la perte 
d’une unité catéchique pour obtenir le dimère à m/z 577, puis lors de l’analyse MS3, trois 
ions sont détectés avec des intensités semblables à m/z 425, 407 et 289. Leur formation 
à m/z 425 et 407 est expliquée dans la Figure IV.1-2. Le ion à m/z 289 correspond à 
l’(épi)catéchine (m/z 289 [M-H]-).  
La deuxième voie montre une première réaction RDA avec une perte d’eau, donnant un 
ion à m/z 695, puis une seconde réaction RDA formant un ion à m/z 543, suivie d’une 
déshydratation à m/z 525.  
Le trimère galloylé DP3G ne montre qu’une seule voie de fragmentation. Il perd d’abord 
une unité catéchique pour former le dimère galloylé DP2 à m/z 729. L’expérience 
suivante (MS3) nous indique la perte de l’acide gallique (m/z 577) pour former le dimère 
DP2. Finalement, les ions à m/z 559 et 407 correspondent à une déshydratation suivie 
d’une réaction RDA.  
Nous observons que les mécanismes de fragmentation sont toujours semblables pour les 
proanthocyanidines oligomériques. 
Nous pouvons émettre l’hypothèse qu’il existe 4 mécanismes de fragmentation pour ce 
type de composés : 
 
 La fragmentation rétro Diels-Alder ; perte de 152 uma 
 La déshydratation ; perte de 18 uma  
 La perte de l’acide gallique sur les proanthocyanidines galloylées correspondant 
à 152 uma 
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 Une perte de 122 uma non caractérisée pouvant correspondre à une formule 
brute de C6H2O3 
 Perte d’une unité monomérique [M-288]- 
 
Comme nous pouvons le constater, la masse de la perte de l’acide gallique et du 
fragment provenant de la réaction RDA, sont identiques. Elles correspondent à 152 uma.  
 
Cette étude de fragmentation MSn a été par la suite appliquée à l’analyse des oligomères 
par LC/MS (cf. chapitre IV.2.3). 
IV.2 CARACTERISATION DES TANINS OLIGOMERIQUES PAR  
LC/ESI-MS 
L’analyse LC/MS des proanthocyanidines oligomériques est largement décrite dans la 
littérature [115;118;120;131;149;151-158]. Une bonne séparation des composés est 
obtenue sur RP-C18 par élution avec un gradient H2O/CH3CN/HCOOH ou /CH3COOH 
[115;131]. L’utilisation d’un acide réduit les interactions entre les composés et la phase, 
diminuant ainsi la largeur des pics du chromatogramme (peak tailing).  
Des essais réalisés dans nos laboratoires ont montré que les proanthocyanidines 
s’ionisaient beaucoup mieux en mode négatif, par perte d’un proton [M-H]-, qu’en mode 
positif. En conséquence, dans notre cas, l’addition d’un acide dans la phase mobile 
diminue la sensibilité de la méthode. Nous avons donc simplement éliminé l’acide de 
notre mélange HPLC pour les analyses LC/MS. La séparation est légèrement moins bonne 
car la largeur des pics est plus importante, mais cela ne pertube en rien les analyses.  
Nous avons, en plus, ajouté un tampon NH4OH 5% post-colonne à un débit de 3 µL/min. 
Cela favorise la déprotonation des proanthocyanidines, augmente le nombre d’ions 
formés en solution et améliore ainsi la sensibilité de la méthode. 
Les fractions oligomériques des extraits de Gamay et de Gamaret obtenues par 
fractionnement sur la phase Toyopearl (HW-40F) (cf. chapitre III.1.2) sont analysées par 
LC/MS, en utilisant le mode Selected Ion Monitoring (SIM) et le mode Dependant Scan 
Event de l’instrument (cf. chapitre II.7.2.2) (LCQ, Thermofinnigan, équipé d’une Ion Trap 
(cf. chapitre I.5.4)). 
 
Les proanthocyanidines oligomériques forment uniquement des ions [M-H]- en mode 
négatif. De ce fait, en connaissant leur structure, il est possible de selectionner au 
préalable une liste d’ions afin d’obtenir leur trace SIM. 
Cette méthode à été mise au point afin de montrer qu’une caractérisation partielle d’un 
mélange de tanins oligomériques était possible. Le chapitre suivant explique comment la 
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sensibilité de la méthode a été optimisée puis il présente les chromatogrammes LC/MS 
en mode SIM de fractions de Gamay et de Gamaret. 
IV.2.1 Développement d’une méthode ESI-MS, sensible pour les tanins 
oligomériques 
Il est important de décrire comment et par quels moyens cette méthode à été 
développée. Habituellement, la sensibilité d’une méthode est optimisée en adaptant les 
paramètres de l’appareil par rapport au composé à détecter. Dans notre cas, nous ne 
possédions qu’un mélange complexe de tanins, il était donc impossible d’optimiser les 
paramètres de cette manière.  
Nous avons donc joué sur les particularités de l’analyseur Ion Trap. Nous avons infusé 
une solution très diluée de tanins polymériques et nous avons optimisé le signal en 
isolant soit l’ion 865 (DP3) ou 1017 (DP3G). Nous avons donc pu obtenir une sensibilité 
maximale sans pour autant utiliser des composés purs. Ces paramètres ont été ensuite 
appliqués pour l’analyse LC/MS. 
IV.2.2 Analyse LC/MS en mode SIM des fractions oligomériques 
Nous avons utilisé la méthode HPLC « Les oligomères » et les paramètres ESI décrits 
dans les chapitres II.5.4.4 et II.7.2.1. Les fractions sont obtenues comme exposé dans le 
chapitre II.2.3. Sur chaque fraction, nous avons procédé à des analyses SIM des ion 577 
(DP2), 865 (DP3), 1153 (DP4), 729 (DP2G), 1017 (DP3G) et 1305 (DP4G). Une partie 
des résultats sont présentés par les figures IV-2.1 à IV-2.4. 
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Figure IV.2-1: SIM des proanthocyanidines non-galloylées d’une fraction de Gamay  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure IV.2-2: SIM des proanthocyanidines galloylées d’une fraction de Gamay. 
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Figure IV.2-3: SIM des proanthocyanidines non-galloylées d’une fraction de Gamaret.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure IV.2-4: SIM des proanthocyanidines galloylées d’une fraction de Gamaret. 
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D’une manière générale, nous observons que les fractions de l’extrait Gamay sont 
beaucoup plus complexes que celles de Gamaret. Les chromatogrammes nous 
l’indiquent. De ce fait, certains pics de la fraction Gamay coéluent et les traces ioniques 
montrent des pics à des temps de rétention identiques. La majorité des pics du 
chromatogramme de Gamaret ont été caractérisés par l’analyse SIM. 
Quelques observations peuvent être tirées de ces analyses : 
 
D’une manière générale : 
 Les composés galloylés éluent à des temps de rétention plus élevés que les 
composés non-gallolyés. 
 Les composés à faible poids moléculaire éluent avant les composés à haut 
poids moléculaire. 
 Sur les spectres, il est possible d’observer l’ion 2[M-H]-. 
 Certains composés ne sont pas détectés à l’UV 280 nm, mais apparaissent 
clairement sur la trace SIM. 
IV.2.3 Analyse LC/MS en mode « Dependant Scan Event » des 
fractions oligomériques 
Nous avons réalisé pour chaque fraction une analyse LC/MS/MSn des composés, en 
utilisant le Dependant Scan Event de l’instrument (cf chapitre II.7.2.2). La figure  
ci-dessous montre l’analyse MSn d’un pic du chromatogramme LC/MS par l’application 
d’une tension de 1V. A chaque cycle de fragmentation, l’intensité du courant ionique 
diminue pour finalement devenir quasiment nul.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure IV.2-5: Analyses LC/MSn par l’utilisation du Dependant Scan Event. 
Ce type d’analyse permet uniquement de confirmer une structure que si les fragments 
sont connus (cf. chapitre IV.1).  
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L’analyse LC/MS/MSn fonctionne parfaitement sur les tanins oligomériques. Nous ne 
présentons ici qu’un seul exemple (cf. Figure IV.2-6). 
L’analyse de la fragmentation d’un trimère (RT = 9.27 min) d’une fraction de Gamaret 
par LC/MS/MSn, correspond à celle réalisée par infusion sur un mélange de tanins (cf. 
chapitre IV.1), comme le montre la Figure IV.2-6. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure IV.2-6: Fragmentation MS1-MS4 d’un trimère (RT 9.27 min) d’une fraction de 
Gamaret. La première colonne correspond au chromatogramme complet 
avec l’analyse MSn du pic à 9.27 min. La deuxième colonne montre 
l’agrandissement du chromatogramme entre 8.8 et 10.5 min pour le pic à 
9.27 min. La troisième colonne correspond aux spectres de fragmentation 
MSn du composé à RT = 9.27 min. 
La molécule subit deux fragmentations RDA consécutives pour former les ions à m/z 695 
et 543, puis se déshydrate donnant l’ion à m/z 525 (cf. Tableau IV.1-1). 
Grâce au mode SIM et la fragmentation MSn, chaque proanthocyanidine oligomérique est 
détectée, puis partiellement caractérisée (la stéréochimie des molécules reste inconnue).  
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IV.3 CARACTÉRISATION DE L’EXTRAIT DE TANINS POLYMÉRIQUES 
PAR SPECTROMÉTRIE DE MASSE 
La fraction polymérique a été caractérisée par différentes méthodes d’ionisation et en 
utilisant trois sortes d’analyseurs de masse. 
IV.3.1 Analyse par des tanins polymériques par ESI/QIT/MS (LCQ, 
Thermofinnigan) 
L’étude de l’ionisation des tanins polymériques en électrospray a déjà été étudiée par 
plusieurs groupes de recherche [115;120;131;132;149;159]. 
L’analyse ESI-MS des tanins a été réalisée, en premier lieu, sur un LCQ de 
Thermofinnigan (USA) (cf. chapitre I.5.4). Cet appareil est équipé d’une source ESI et 
d’un analyseur Ion Trap. 
Une infime quantité de la fraction polymérique est dissoute dans un mélange 
MeOH/Isopropanol 2 :1, puis elle est infusée à un débit de 3 µL/min dans la source ESI 
en appliquant les paramètres décrits au chapitre II.7.2.1. La sensibilité est améliorée en 
optimisant les paramètres sur les ions à m/z 577, 865, 1017. La figure ci-dessous 
correspond au spectre d’une fraction polymérique de Gamaret (domaine de masse de 0-
2000 uma). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure IV.3-1: Spectre ESI d’une fraction polymérique de Gamaret 
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La sensibilité de l’appareil est élevée dans un domaine de masse de 0 à 2000 uma 
(normal mass range), mais elle diminue lorsque l’on travaille dans un domaine de masse 
plus élevé de 0 à 4000 uma (high mass range). Le figure ci-dessous montre le spectre de 
la fraction polymérique de Gamaret dans un domaine de masse entre 1800 et 3000 uma. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure IV.3-2: Spectre ESI d’un extrait polymérique de Gamaret entre 1800 et 3000 
uma.  
Ces composés sont des polymères avec comme unité répétitive, l’(épi)catéchine. Ils 
varient par le nombre d’acides galliques substitués en position C-3 et par un groupement 
hydroxyle supplémentaire en C-5’ du cycle B benzénique (gallocatéchine et 
épigallocatéchine) (cf. chapitre I.2.2.3). Les polymères contenant la gallocatéchine ou 
l’épigallocatéchine possèdent une masse identique aux proanthocyanidines digalloylées 
ayant une unité en moins. Par exemple, si on ajoute à l’unité terminale du trimère DP3 
(m/z 865) un hydroxyle en position C-5’, sa masse correspondra au dimère digalloylé 
DP2G (m/z 881). Etant donné la concentration importante de proanthocyanidines 
galloylées dans les extraits tanniques de raisins, il est peu probable que ces pics 
correspondent majoritairement à des polymères contenant la gallocatéchine ou 
l’épigallocatéchine, ceux-ci étant présents en très faible quantité dans le raisin [17]. En 
sachant que les ions se trouvent soit sur la forme déprotonée [M-H]-, soit sous la forme 
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d’ions dichargés [M-2H]2-/2, il est facile d’attribuer tous les pics du spectre aux 
proanthocyanidines correspondantes. 
Le tableau ci-dessous représente la liste des ions observés sur le spectre ESI en mode 
négatif.  
Tableau IV.3-1: Liste des ions obtenus en mode négative par ESI-QIT/MS 
Polymère PM (g/mole) [M-H]- [M-2H]2-/2 
DP1 290 289  
DP1G 442 441  
DP2 578 577  
DP2G 730 729  
DP2G2 882 881  
DP3 866 865  
DP3G 1018 1017  
DP3G2 1170 1169  
DP4 1154 1153 576 
DP4G 1306 1305 652 
DP4G2 1458 1457 728 
DP5 1442 1441 720 
DP5G 1954 1593 796 
DP5G2 1746 1745 872 
DP6 1730 1729 864 
DP6G 1882 1881 940 
DP6G2 2034 2033 1016 
DP7 2018 2017 1008 
DP7G 2170 2169 1084 
DP7G2 2322 2321 1160 
DP8 2306 2305 1152 
DP8G 2458 2457 1228 
DP8G2 2610 2609 1304 
DP9 2594 2593 1296 
DP9G 2746 2745 1372 
DP9G2 2898 2897 1448 
DP10 2882 2881 1440 
 
Les ions montrent à chaque DP supérieur un incrément de 288 uma, correspondant à une 
unité (épi)catéchique. Les ions à m/z 289 (DP1) et 425 correspondent à des ions de 
fragmentation de molécules de poids moléculaire plus élevé (cf. Figure IV.1-2). Les ions 
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ayant la plus grande intensité sont le trimère DP3 à m/z 865 et le tetramère à m/z 1153 
(cf.Figure IV.3-1). Ceci est peut-être dû à une concentration élevée de ces composés 
dans la fraction, à leur ionisation facile ou enfin, à la présence d’ions multichargés. La 
résolution de l’appareil n’est pas suffisante pour montrer clairement une séparation des 
pics, de ce fait, il n’est pas facile de distinguer significativement les ions monochargés 
des ions dichargés ou multichargés [149].  
Plus le poids moléculaire des proanthocyanidines augmente plus leur intensité décroît, de 
plus, les composés galloylés et digalloylés ont une intensité plus faible que les composés 
non-galloylés. Plusieurs raisons peuvent être invoquées : 
 
 La concentration des composés galloylés peut être plus faible que celle des 
composés non-galloylés 
 La déprotonation de l’acide gallique peut être défavorisée par les groupements 
nucléophiles des autres cycles benzéniques par formation de ponts hydrogène 
en fonction de l’arrangement spatial de la molécule [24].  
 
Le spectre, réalisé dans le domaine de masse élevé (cf. Figure IV.3-2) montre une série 
de pics qui peuvent être facilement attribués grâce au Tableau IV.3-1, malgré le rapport 
signal/bruit bas. Le ion à m/z 1881 correspond à l’hexamère gallate DP6G et le ion le 
plus élevé monochargé à m/z 2897 correspond au nonamère digallate DP9G2. Les pics 
en amont de 16 uma des proanthocyanidines galloylées correspondent simplement à la 
présence d’une molécule de gallocatéchine ou d’épigallocatéchine dans le polymère. 
Aucun résultat, à ce jour n’a montré l’ionisation de proanthocyanidines monochargées 
jusqu’à un poids moléculaire de 2897 uma.  
IV.3.2 Analyse des tanins polymériques par ESI/FT-ICR/MS (BioApex 
II, Bruker) 
Les tanins peuvent être détectés avec un analyseur Ion Trap jusqu’à un poids moléculaire 
de 2897 uma. L’analyseur FT-ICR devait nous permettre de pousser cette limite de 
détection vers des masses plus élevées, en utilisant soit une source électrospray soit une 
source MALDI. 
Une partie des analyses ESI/FT-ICR/MS (Bioapex II, Bruker) ont été effectuées à 
l’Université de Fribourg, mais la sensibilité et la limite de détection de l’instrument pour 
ce type de composés se sont avérées moins bonnes que celles obtenues sur l’appareil  
ESI-QIT/MS (LCQ, Thermofinnigan). Les analyses MALDI-FT-ICR/MS n’ont strictement 
donné aucun résultat. 
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Par la suite, un échantillon a été analysé par Bruker Daltonics sur un appareil BioApex II 
(Bremen, Allemagne). Le spectre ESI/FT-ICR/MS est d’excellente qualité. Le rapport 
signal/bruit est extrêmement élevé et la résolution est spectaculaire, mais 
malheureusement la limite de détection est comparable avec celle obtenue sur 
l’analyseur Ion Trap.  
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Figure IV.3-3: Spectre ESI-FT-ICR/MS d’une fraction polymérique de Gamay (Bruker Daltonics, BioApex II). 
 
Caractérisation des tanins par spectrométrie de masse 
 100
Tableau IV.3-2: Liste des ions obtenus en mode négatif par ESI-FT-ICR/MS 
 
Polymère Formule brute [M-H]- attendu [M-H]- observé ∆M 
DP2 C30 H26 O12 577,1346 577,1437 0,0091 
DP2G C37 H30 O16 729,1456 729,1411 0,0045 
DP3 C45 H38 O18  865,1980 865,2191 0,0211 
DP3G C52 H42 O22 1017,2089 1017,2392 0,0303 
DP3G3 C59 H46 O26 1169,2199 1169,2923 0,0724 
DP4 C60 H50 O24 1153,2614 1153,2994 0,0380 
DP4G C67 H54 O28 1305,2723 1305,3186 0,0463 
DP4G2 C74 H58 O32 1457,2833 1457,3746 0,0913 
DP5 C75 H62 O30 1441,3248 1441,2863 0,0385 
DP5G C82 H66 O34 1593,3357 1593,4079 0,0722 
DP5G2 C89 H70 O38 1745,3467 1745,4585 0,1118 
DP6 C90 H74 O36 1729,3882 1729,4571 0,0690 
DP6G C97 H78 O40 1881,3991 1881,5078 0,1087 
DP6G2 C104 H82 O44 2033,4101 2033,541 0,1309 
DP7 C105 H86 O42 2017,4515 2017,5736 0,1221 
DP7G C112 H90 O46 2169,4625 2169,6118 0,1493 
DP7G2 C119 H94 O50 2321,4735 2321,6419 0,1685 
DP8 C120 H98 O48 2305,5149 2305,6621 0,1472 
DP8G C127 H102 O52 2457,5259 2457,6874 0,1615 
DP8G2 C134 H106 O56 2609,5368 2609,7852 0,2484 
DP9 C135 H110 O54 2593,5783 2593,79 0,2117 
DP9G C142 H114 O58 2745,5892 2745,8472 0,2580 
 
Grâce à la résolution de l’appareil, il est possible de voire les pics isotopiques (cf.Figure 
IV.3-3) mais ceux-ci ont toujours un incrément d’une unité. Cela signifie que les ions 
observés sont uniquement monochargés sous la forme [M-H]-. Il n’y a donc pas d’ions 
multichargés, comme dans le sprectre ESI-QIT/MS (cf. chapitre IV.3.1) ou comme décrit 
par H. Fulcrand et V. Cheynier [131;149;151]. Certains ions possèdent une masse 
moléculaire inférieure de deux unités à une proanthocyanidine normale de type-B (cf. 
Figure IV.3-3). Ceci pourrait suggérer la présence d’une liaison supplémentaire entre 
deux carbones, correspondant à une proanthocyanidine de type-A (ex. m/z 575,1269)  
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(cf Figure I.2-11), mais d’après la littérature, ce type de composés n’a pas encore été 
isolé de la grappe de raisin.  
L’instrument a permis la détection de proanthocyanidines jusqu’au nonamère gallate 
(DP9G, m/z 2745,8479), ce qui est tout à fait équivalent aux résultats obtenus avec le 
LCQ. Nous pouvons donc en déduire que la limite de détection de l’appareil FT-ICR/MS 
est comparable à celle de du LCQ, dans le cas des proanthocyanidines du raisin. 
IV.3.3 Analyse des tanins polymériques par MALDI-TOF/MS et SALDI-
TOF/MS (home built, ETH, Zürich) 
L’analyse des tanins par MALDI-TOF/MS a été décrite par M. Ohnishi-Kamayema (1997) 
et G. Krueger (2000) [112;160;161]. Leurs analyses montrent la détection de tanins 
jusqu’à un poids moléculaire de 3349 uma (DP11G). Les ions sont détectés en mode 
positif sous la forme [M+Na]+. Nous avons essayé de reproduire et d’améliorer la 
sensiblilité de la méthode; ceci afin de permettre la caractérisation de la fraction 
polymérique. 
Les mesures ont été effectuées sur un appareil construit à l’ETH de Zürich par le groupe 
du Prof. R. Zenobi. Nous avons d’abord tenté d’ioniser ces composés en utilisant la 
méthode SALDI (cf. chapitre I.5.2.2), décrite par le Dr. M. Dale en 1996 et 1997 
[102;103], qui devait nous permettre de contrer le problème de co-cristallisation et de 
dégradation thermique. En effet, les tanins cristallisent difficilement, et sont très 
sensibles à la chaleur. Aucun résultat n’a été obtenu avec cette méthode ; nous avons 
donc opté pour la méthode d’ionisation standard : le MALDI. Nous avons essayé de 
reproduire les conditions décrites par G. Krueger (2000). Nous avons utilisé comme 
matrice l’acide t-indolacrylique (t-IAA), dans les même proportions qu’il évoquait, aussi 
en essayant d’ajouter des ions Ag+ ou Na+ pour favoriser l’ionisation, mais sans grand 
succès. Le meilleur résultat a été obtenu par superposition d’une couche de matrice, 
d’une couche de tanins et d’une couche de matrice sur la cible. Les spectres ont été 
mesurés en mode positif en utilisant une haute énergie de laser (60 µJ) (cf. chapitre 
II.7.2.4). 
Les résultats sont représentés par la Figure IV.3-4 et le Tableau IV.3-3. 
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Figure IV.3-4: Spectre MALDI-TOF d’une fraction polymérique de Gamay sur un appareil 
construit à l’ETHZ. Mode positif, énergie du laser : 60 µJ, 100 et 250 
scans, matrice t-IAA. 
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Tableau IV.3-3: Liste des ions obtenus sur un appareil MALDI-TOF (ETHZ) 
Ions 
observés 
PM (g/mole) Polymère correspondant 
601 601 DP2 + Na+ 
754 753 DP2G + Na+ 
832 * * 
853 853 DP2G + Na+-2H2O * 
871 871 DP2G + Na+-H2O 
890 889 DP3 + Na+ 
1042 1041 DP3G + Na+ 
1178 1177 DP4 + Na+ 
1193 1193 DP3G2 + Na+ 
1330 1329 DP4G + Na+ 
1466 1466 DP5 + Na+ 
1482 1481 DP4G2 + Na+ 
1619 1618 DP5G + Na+ 
1755 1754 DP6 + Na+ 
1906 1906 DP6G + Na+ 
2043 2042 DP7 + Na+ 
2059 2058 DP6G2 + Na+ 
2345 2346 DP7G2 + Na+ 
* : artefacts dus à la matrice 
 
Comme nous pouvons le constater, les ions observés se présentent sous la forme 
d’adduit [M+Na]+. La plus haute masse détectée est l’heptamère digallate (DP7G2), ce 
qui n’est pas comparable aux résultats de G. Krueger (2000), qui montrait la détection 
de masses jusqu’au undécamère DP11G à m/z 3347 ou aux résultats présentés dans les 
chapitres IV.3 et IV.3.1. 
Le rapport signal/bruit du spectre est très bas. Ceci est dû soit à une mauvaise 
ionisation, soit à des problèmes liés à la sensibilité du détecteur. Mais il est quand même 
possible d’observer des ions à des incréments réguliers, correspondant aux tanins 
polymériques. 
 
Les mesures ont, par la suite, été effectuées à l’institut de physique de Neuchâtel dans le 
groupe du Dr. D. Twerenbold sur un appareil MALDI-TOF (Dynamo, Thermo Bioanalysis). 
Ils développent actuellement un prototype MALDI-TOF équipé d’un détecteur cryogénique 
[162;163]. 
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IV.3.4 Analyse des tanins par MALDI-TOF/MS (Dynamo, Thermo 
Bioanalysis) 
La méthode décrite par G. Krueger (2000) a été appliquée sur un extrait polymérique de 
Gamay avec l’appareil Dynamo (Thermo Bioanalysis) en utilisant la même matrice (t-
IAA)), mais sans succès. Par contre, la l’acide 2,5-dihydroxybenzoïque (DHB) (cf. 
chapitre II.7.2.5) nous a donné d’excellents résultats.  
Les ions sont détectés en mode positif avec un adduit de sodium [M+Na]+. La figure à la 
page suivante montre l’aspect général d’un spectre MALDI-TOF/MS d’une fraction 
polymérique de tanins et le tableau suivant permet son interprétation. 
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Figure IV.3-5: Spectre MALDI-TOF/MS d’une fraction polymérique de Gamay sur un appareil Dynamo (Thermo Bioanalysis) avec la 
matrice DHB. 
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Tableau IV.3-4: Liste des ions obtenus par MALDI-TOF/MS (Dynamo) 
 
 
 
 
 
 
 
Polymère Nb d'esters galloylés M [M+Na]+calculé [M+Na]+ observé
dimère 0 578 601 600
1 730 753 754
2 882 905 905
trimère 0 866 889 889
1 1018 1041 1041
2 1170 1193 1193
3 1322 1345 b
tétramère 0 1154 1177 1177
1 1306 1329 1329
2 1458 1481 1481
3 1611 1634 1633
4 1763 1786 1785
pentamère 0 1443 1466 1466
1 1595 1618 1618
2 1747 1770 1770
3 1899 1922 1922
4 2051 2074 b
5 2203 2226 b
hexamère 0 1731 1754 1754
1 1883 1906 1906
2 2035 2058 2058
3 2187 2210 2210
4 2339 2362 b
5 2491 2514 b
heptamère 0 2019 2042 2042
1 2171 2194 2194
2 2323 2346 2346
3 2375 2398 b
4 2628 2651 b
5 2780 2803 b
octamère 0 2307 2330 2330
1 2460 2483 2482
2 2612 2635 2635
3 2764 2787 2787
4 2916 2939 b
5 3068 3091 b
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Le spectre montre des ions à des intervalles réguliers, correspondant à des ions 
monochargés sous la forme [M+Na]+. Quelques remarques générales peuvent être 
évoquées : 
 
 Les ions les plus intenses sont ceux qui ne possèdent pas de substituants 
galloylés. 
 Plus la molécule est substituée en acides galliques, plus l’intensité du ion est 
faible. 
 Plus la masse des composés augmente, plus l’intensité des ions diminue. 
 
La plus haute masse détectée est le décamère digalloylé DP10G2 à m/z 3211. De plus, il 
est possible d’observer des proanthocyanidines polygalloylées, comme par exemple le 
tétramère tétragalloylé DP4G4 à m/z 1785. La limite de détection de ces composés est 
comparable à celle obtenue par G. Krueger [112] dont la plus haute masse détectée est 
le undécamère galloylé DP11G à m/z 3347. La méthode que nous avons développée 
permet de détecter facilement des proanthocyanidines polygalloyées. Ceci provient peut-
être du fait, que la matrice utilisée (DHB) permet une meilleure co-cristallisation des 
tanins et donc une meilleure extraction et ionisation. La liste des ions présentée par le 
Tableau IV.3-4 n’est pas exhaustive, il est possible d’observer des composés 
correspondants à des dérivés de l’(épi)catéchine, comme par exemple la 
gallo(épi)catéchine. 
Le problème n’est pour autant toujours pas résolu. Les ions des proanthocyanidines à 
poids moléculaire élevé ont une faible intensité. La question que l’on peut se poser est :  
Est ce un problème d’ionisation ou de détection ou les deux ? 
Plusieurs réponses peuvent être discutées : 
 
 Les tanins à hauts poids moléculaires devraient s’ioniser plus facilement, car ils 
possèdent plus de sites susceptibles d’accepter un adduit de sodium ou un 
Polymère Nb d'esters galloylés M [M+Na]+calculé [M+Na]+ observé
nonamère 0 2596 2619 2619
1 2748 2771 2771
2 2900 2923 2923
3 3052 3075 3075
4 3204 3227 b
décamère 0 2884 2907 2906
1 3036 3059 3059
2 3188 3211 3211
3 3340 3363 b
undecamère 0 3172 3195 3195
1 3324 3347 b
b: masses non observées
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proton. Si la quantité d’ions est alors importante, leur détection devrait être 
favorisée. 
 Leur extraction hors de la matrice est un phénomène thermodynamique selon 
le Prof. R. Zenobi [100;164], peut-être, subissent-ils une dégradation due à la 
chaleur provenant du laser.  
 Pendant leur transfert dans l’analyseur TOF, ils acquièrent une énergie 
cinétique qui peut favoriser leur fragmentation.  
 Un phénomène de saturation du détecteur dû à la matrice et aux petites 
masses, peut défavoriser la détection de masses plus élevées.  
 D’une manière générale, plus la masse est élevée, plus sa détection est 
difficile. Par exemple, l’ion dichargé [M2+/2] de la myoglobine a une intensité, 
plus grande que son homologue monochargé [M+] [162]. 
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IV.4 ANALYSE DES FRACTIONS EN FONCTION DU DPm 
Les fractions obtenues par fractionnement sur rélite SP411 (cf. chapitre III.1.5.2) 
(appelées fractions DPm) possèdent un DPm croissant, variant entre 2 et 18, 
correspondant à des masses entre 578 et 5184 uma, environ. L’analyse de ces fractions 
par ESI/MS est impossible à cause de la limite de détection des d’appareils (LCQ et 
BioApex II). La méthode développée pour l’analyse de la fraction polymérique par 
MALDI-TOF/MS peut être appliquée à l’analyse des fractions DPm. 
Les échantillons sont préparés comme décrit dans le chapitre II.7.2.5, avec la matrice 
DHB. Chaque fraction a un DPm qui est représenté par le graphique ci-dessous. Les 
spectres MALDI-TOF/MS, présentés à la page suivante, correspondent aux fractions 1 à 
8. Aucun spectre n’a pu être obtenu avec les fractions 9 et 10, certainement à cause d’un 
DPm trop élevé. 
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Figure IV.4-1: Valeurs DPm d’un extrait polymérique de Gamay fractionné sur SP411. 
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Figure IV.4-2: Spectres MALDI-TOF/MS des fractions DPm 1 à 8. 
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Il est difficile d’obtenir un signal constant comparable entre chaque fraction, car il faut 
tenir compte de plusieurs paramètres variables : 
 
 La concentration de l’échantillon 
 La puissance du laser 
 La delayed extraction 
 La qualité de la cristallisation de l’échantillon 
 
Ces facteurs ont une influence sur la qualité du spectre et sur la constance des résultats. 
Nous avons optimisé les différents paramètres afin d’obtenir une méthode systématique 
(cf. chapitre II.7.2.5). De cette manière, les spectres des fractions 1 à 8 sont 
comparables, à l’exception, peut-être de la fraction 4, dont l’intensité des ions est faible 
pour des raisons inconnues.  
D’une manière générale, nous pouvons observer que plus le DPm augmente, plus les ions 
sont visibles au-delà de 3000 uma. Mais il est difficile de fixer une limite de détection de 
ces composés, car on peut encore observer des « vagues » vers des masses de 7000 
uma, correspondant certainement à des proanthocyanidines. 
Le tableau ci-dessous indique la plus haute masse détectée clairement pour chaque 
fraction par rapport au DPm, en tenant compte que plus le DPm est élevé, plus le rapport 
signal/bruit est bas. Il est évident d’après nos constatations, que les ions les plus 
intenses sont soit les proanthocyanidines non galloylées ou alors celles qui ne sont 
substituées qu’une seule fois par un acide gallique. La différence entre les pics les plus 
intenses est de 152 uma, correspondant à une unité d’acide gallique. Un groupement 
d’ions sur deux a un incrément de 288 uma, correspondant à une unité (épi)catéchique. 
Les ions à m/z 1297.5 et 3496.9 correspondent aux standards internes de calibration (cf. 
chapitre II.7.2.5). 
Tableau IV.4-1: Tableau indiquant la masse la plus élevée visible pour chaque fraction. 
Fraction DPm 
Polymère max. 
observé 
1 2,12 DP8G
2 2,64 DP9 
3 3,69 DP9 
4 4,83 DP8G 
5 5,88 DP11G 
6 6,45 DP11G 
7 8,81 DP11G 
8 11,84 DP11G 
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Ce tableau n’est pas exhaustif, dans le sens où l’observation visuelle des spectres permet 
une meilleure interprétation.  
Une grande différence entre les fractions 1 à 4 et 5 à 8 apparaît. Il y a effectivement un 
déplacement vers les plus hautes masses à partir de la fraction 5. Il n’est pas expliqué 
pourquoi, à partir de cette fraction uniquement, nous pouvons observer des ions à des 
masses plus élevées (est-ce vraiment à cause du DPm ?). D’une manière générale, 
l’intensité des pics varie en fonction du DPm des fractions. Plus il est élevé, plus les ions 
de hautes masses sont intenses.  
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V CARACTERISATION DU RESVERATROL TRANS-
DEHYDRODIMERE ET DE L’ε-VINIFERINE 
Ce chapitre décrit la caractérisation par RMN et spectrométrie de masse de deux 
composés qui ont déjà été isolés par P. Langcake en 1977. Ceci permettra ensuite 
d’effectuer certains travaux sans douter de leur structure.  
V.1 STRUCTURE DU RESVERATROL TRANS-DEHYDRODIMERE 
Le resvératrol est un composé qui est synthétisé par la vigne, lorsque celle-ci est 
attaquée par un champignon ou après exposition à la lumière UV [57]. Botrytis cinerea 
produit une enzyme (la stilbène oxydase) [74] qui oxyde le resvératrol pour former son 
dimère correspondant : le resvératrol trans-déhydrodimère. Ce composé a été synthétisé 
et isolé par HPLC semi-préparative par le Dr. R. Pezet (cf. chapitre II). P. Langcake [77] 
avait affirmé que ce composé montrait une toxicité supérieure envers Botrytis cinerea 
que le resvératrol.  
 
 
Ce composé a été synthétisé pour la première fois par P. Langcake en 1977 [77]. Sa 
structure fut par la suite confirmée par A.-C. Breuil en 1998 [64]. 
 
Analyse : 
 
Formule brute : C28H22O6 
Poids moléculaire : 454 g/mol 
Quantité synthétisée : 16.6 mg 
SM (ESI) (m/z) : 453 [M-H]- ; 435 (MS2) [M-H-H2O]
- 
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Figure V.1-1: Spectre 1H-RMN du resvératrol trans-déhydrodimère. 
 
Figure V.1-2: Spectre 13C-RMN du resvératrol trans-déhydrodimère. 
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Tableau V.1-1: Comparaison des données spectroscopiques 1H-RMN et 13C-RMN avec  
A. C. Breuil [64]. 
Protons 
1H-RMN (400 MHz, CD3OD) 
(δ, ppm) 
1H-RMN (500 MHz, Acetone-d6)  
(δ, ppm) [64] 
2 5.38 (1H, d, J=8.4 Hz) 5.49 (1H, d, J=8.0 Hz) 
3 4.39 (1H, d, J=8.3 Hz) 4.49 (1H, d, J=8.0 Hz) 
4 7.17 (1H, s) 7.28 (1H, brs) 
6 7.37 (1H, dd, J=8.2 et 1.6 Hz) 7.45 (1H, dd, J=8.3 et 1.5 Hz) 
7 6.84 (1H, d, J=8.3 Hz) 6.89 (1H, d, J=8.4 Hz) 
1’ 6.96 (1H, d, J=16.2 Hz) 7.08 (1H, d, J=16.2 Hz) 
2’ 6.78 (1H, d, J=16.2 Hz) 6.92 (1H, d, J=16.4 Hz) 
2,6A 7.16 (2H, dd, J=8.5 et 2.0 Hz) 7.26 (2H, d, J=8.7 Hz) 
3,5A 6.77 (2H, dd, J=8.6 et 2.0 Hz) 6.87 (2H, d, J=8.8 Hz) 
4,6B 6.12 (2H, d, J=2.2 Hz) 6.21 (2H, d, J=2.0 Hz) 
2B 6.18 (1H, t, J=2.2 Hz) 6.30 (1H, J=2.1 Hz) 
2,6C 6.42 (2H, d, J=2.2 Hz) 6.55 (2H, d, J=2.1 Hz) 
4C 6.13 (1H, t, J=2.2 Hz) 6.28 (1H, t, J=2.1 Hz) 
 
Carbones 13C-RMN (100 MHz, CD3OD) (δ,ppm)
13C-RMN (125 MHz, Acetone-d6) 
(δ,ppm) [64] 
2 94.94 93.57 
3 58.00 57.15 
3a 132.87 ou 132.43 ou 132.37 131.26 ou 131.67 ou 132.05 
4 124.18 123.44 
5 132.87 ou 132.43 ou 132.37 131.26 ou 131.67 ou 132.05 
6 128.68 128.14 
7 110.38 109.86 
7a 161.05 160.13 
1’ 129.39 128.60 
2’ 127.48 126.70 
1A 132.87 ou 132.43 ou 132.37 131.26 ou 131.67 ou 132.05 
2,6A 128.68 128.09 
3,5A 116.34 115.62 
4A 158.77 157.88 
1,3B 159.98 159.22 
2B 102.5 101.79 
4,6B 107.75 106.86 
5B 145.39 144.73 
1C 141.19 140.28 
2,6C 105.82 105.15 
3,5C 159.67 159.00 
4C 102.74 102.12 
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Le spectre 1H-RMN montre un système aromatique complexe entre 6,0 et 7.4 ppm, 
correspondant à 15 protons, dont deux appartiennent à un système oléfinique. 
Grâce à leur constante de couplage de 16.2 Hz (H-2’ et H-1’), on peut déduire la 
présence d’une double liaison trans.  
Nous pouvons observer un couplage AA’BB’, présent sous la forme de doublets de 
doublets avec des constantes de couplage de 8.5 et 2.0 Hz, à 7.16 et 6.77 ppm (H-2,6A 
et H-3,5A).  
Deux systèmes doublet/triplet avec une constante de couplage de 2.2 Hz, correspondant 
à 6 hydrogènes, nous font suggérer un double système aromatique ortho/para.  
Les signaux à 7.37, 7.17 et 6.84 ppm (H-6, H-4, H-7) nous indiquent la présence d’un 
cycle aromatique trisubstitué. Le proton à 7.37 ppm est couplé au proton à 6.77 ppm 
avec une constante de couplage de 8.2 Hz, (couplage ortho sur le noyau benzénique). Il 
est aussi faiblement couplé (J3=1.6 Hz) avec le proton à 7.17 ppm, indiquant que ces 
hydrogènes sont en méta l’un de l’autre. 
Deux autres hydrogènes, avec des constantes de couplage identiques (8.3 Hz), ont des 
déplacements chimiques un peu trop faibles pour appartenir à un système aromatique, 
mais suffisants pour être placé près d’un centre électronégatif, comme par exemple 
l’oxygène. Ceci est confirmé par le spectre HETCOR qui montre deux signaux couplés à 
94.94/5.38 ppm et 58.00/4.39 ppm n’appartenant pas à un système aromatique (C-2 et 
C-3). Ceci permet de suggérer la présence d’un éther cyclique, reliant les différents 
systèmes entre eux. 
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V.2 L’ε-VINIFERINE 
L’ε-viniférine est un composé qui est naturellement présent dans les parties ligneuses de 
la vigne est qui est synthétisé lorsque celle-ci est attaquée par un champignon ou sous 
exposition à la lumière. Elle a été découverte par P. Langcake en 1977 [60]. Elle est un 
produit d’oxydation du resvératrol par des peroxydases [69]. Cette molécule a été isolée 
du bois de vigne, puis purifié par HPC semi-préparative par le Dr. R. Pezet  
(cf. chapitre II.8). 
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Ce composé a pour la première fois été isolé de Vitis vinifera en 1977 par P. Langcake 
[60]. Il a ensuite à nouveau été isolé de la vigne par W.-W. Li en 1996 [63] et de 
Gnetum parvifolium en 1992 par M. Lin [165]. 
 
Analyse :  
 
Formule brute : C28H22O6 
Poids moléculaire : 454 g/mol 
SM (ESI) (m/z) : 453.7 [M-H]-  
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Figure V.2-1: Spectre 1H-RMN de l’ε-viniférine. 
 
 
Figure V.2-2: Spectre 13C-RMN de l’ε-viniférine. 
 
 
 
 
Caractérisation du resvératrol t-déhydrodimère et de l’ε-viniférine 
 120
Tableau V.2-1: Comparaison des données spectroscopiques 1H-RMN et 13C-RMN avec  
M. Lin [165]. 
Protons 
1H-RMN (400 MHz, CD3OD) 
(δ, ppm) 
1H-RMN (500 MHz, Acetone-d6) 
(δ, ppm) [165] 
2 5.36 (1H, d, J=6.6 Hz) 5.42 (1H, d, J=5.5 Hz) 
3 4.34 (1H, d, J=6.6 Hz) 4.45 (1H, d, J=5.5 Hz) 
5 6.63 (1H, d, J=1.9 Hz) 6.70 (1H, d, J=2.0 Hz) 
7 6.24 (1H, d, J=1.9 Hz) 6.32 (1H, d, J=2.0 Hz) 
1’ 6.82 (1H, d, J=16.3 Hz) 6.89 (1H, d, J=16.0 Hz) 
2’ 6.57 (1H, d, J=16.4 Hz) 6.67 (1H, d, J=16.0 Hz) 
2,6A 7.14 (2H, dd, J=8.5 et 1.8 Hz) 7.19 (2H, dd, J=8.5 et 2.0 Hz) 
3,5A 6.76 (2H, dd, J=8.6 et 1.8 Hz) 6.83 (2H, dd, J=8.5 et 2.0 Hz) 
4,6B 6.16 (2H, d, J=2.2) 6.24 (2H) 
2B 6.18 (1H, t, H-2B) 6.25 (1H) 
2,6C 7.03 (2H, dd, J=8.6 et 1.8 Hz) 7.16 (2H, dd, J=8.6 et 2.0 Hz) 
3,5C 6.64 (2H, dd, J=8.6 et 1.8 Hz) 6.74 (2H, dd, J=8.6 et 2.0 Hz) 
 
Carbones 
13C-RMN (100 MHz, CD3OD) 
(δ,ppm) 
13C-RMN (125 MHz, Acetone-d6) 
(δ,ppm) [165] 
2 93.94 93.7 
3 57.34 57.2 
3a 118.66 119.7 
4 135.97 136.4 
5 103.52 104.2 
6 159.49 159.5 
7 95.98 96.7 
7a 161.73 162.4 
1’ 129.35 130.1 
2’ 122.25 123.5 
1A 132.36 133.8 
2,6A 127.19 127.8 
3,5A 115.66 116.1 
4A 159.08 ou 158.57 158.2 
1,3B 159.65 159.6 
2B 101.60 102.0 
4,6B 106.45 106.9 
5B 146.36 147.3 
1C 128.54 129.8 
2,6C 127.76 128.6 
3,5C 115.97 116.2 
4C 159.08 ou 158.57 158.2 
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Le spectre 1H-RMN nous suggère que ce composé appartient à la même classe que le 
resvératrol trans-déhydrodimère. Nous observons un seul système ortho/para à 6.18 et 
6.16 ppm (H-2B et H-4,6B), correspondant à 3 hydrogènes. Les signaux à 6.82 et  
6.57 ppm, avec un couplage de 16.3 Hz, nous indiquent la présence d’une double liaison 
trans.  
Nous pouvons observer la présence de deux systèmes AA’BB’, indiquant une substitution 
para sur les cycles aromatiques (H-2,6A-3,5A et H-2,6C-3,5C).  
Deux hydrogènes, représentés par des doublets à 5.36 et 4.34 ppm avec une même 
constante de couplage de 6.6 Hz, nous indiquent un système central semblable au 
resvératrol trans-déhydrodimère (H-2 et H-3).  
Les signaux à 6.63 et 6.24 ppm apparaissent sous la forme de doublets avec une 
constante de couplage de 1.9 Hz, correspondant à un couplage méta (H-5, H-7). 
Le spectre 13C-RMN montre plusieurs carbones très déblindés pouvant être attribués à 
des phénols. Nous pouvons en conclure que la structure est très proche du resvératrol 
trans-déhydrodimère, mais avec des variations au niveau des substituants aromatiques. 
 
 
 
Grâce à ces données spectroscopiques, nous pouvons conclure que ces composés sont 
bien ceux présentés par P. Langcake en 1977 [60;77]. 
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VI TESTS BIOLOGIQUES 
Les méthodes décrites au chapitre III permettent l’extraction et le fractionnement des 
tanins oligomériques et polymériques. Le chapitre IV montre la caractérisation par 
spectrométrie de masse des fractions obtenues au chapitre III. Ce travail a été réalisé 
dans le but de déterminer quel type de tanins inhibent la stilbène oxydase (cf. chapitre 
I). Ceci afin de démontrer l’effet inhibiteur des tanins sur une exo-enzyme produite par 
Botrytis cinerea et éventuellement d’en préciser son rôle dans la latence. 
L’hypothèse de l’inhibition la stilbène oxydase par les tanins nous conduit a poser les 
questions suivantes : 
 
 Est-ce que les tanins inhibent réellement la stilbène oxydase ? 
 Quel rôle cette enzyme joue-elle dans le pouvoir pathogène du champignon ? 
 Existe-il une corrélation entre l’inhibition de l’enzyme et la résistance d’un 
cépage ? 
 Est-ce que la stilbène oxydase est responsable de la synthèse du resvératrol 
trans-déhydrodimère in vivo? 
 
Le rôle de cette enzyme n’est pas encore bien précisé, mais il est possible qu’elle 
participe à un mécanisme clé qui engendre le phénomène de latence du champignon, 
tout en sachant que les laccases sont aussi capables d’hyrolyser la lignine [166;167]. 
Selon les résultats actuels, la concentration en tanins est peut-être suffisante pour 
assurer la défense de la grappe pendant sa maturation en inhibant l’activité du complexe 
enzymatique sécrété par le champignon (juin à septembre). Si cette hypothèse est 
vérifiée, il n’est alors pas expliqué pourquoi le champignon reprend son développement à 
la maturité de la grappe. Peut-être que la concentration en tanins diminue et que la 
vigne cesse la biosynthèse de stilbènes. Il a été démontré que la plus haute capacité de 
synthèse du resvératrol se situait 5 semaines après la floraison et diminuait de façon 
dramatique dès la véraison et jusqu’à la maturation de la grappe [66]. Il ne faut pas 
oublier que les peroxydases présentes dans la vigne sont aussi capables de dimériser les 
stilbènes et ainsi de maintenir une concentration suffisante en dimères plus antifongiques 
que le resvératrol [69]. 
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Nous avons testé systématiquement, en parallèle, les fractions des variétés de Gamay et 
de Gamaret, car elles présentent une sensibilité différente à l’attaque par Botrytis cinerea 
(cf. chapitre II). 
 
La première partie des tests biologiques a été effectuée sur des fractions polymériques 
provenant de grappes cueillies en 1995 à des stades de maturité variables. Puis grâce 
aux méthodes de fractionnement développées, nous avons appliqué ces tests aux 
fractions oligomériques et aux fractions DPm, obtenues comme décrit au chapitre II.2.3 
et III.1.5, sur des extraits provenant de grappes cueillies le 02.08.99.  
VI.1 TESTS BIOLOGIQUES SUR LES FRACTIONS POLYMERIQUES 
PROVENANT DE GRAPPES CUEILLIES EN 1995 EN FONCTION DE 
LEUR MATURITE 
Les baies de raisins ont été cueillies à des stades différents de maturité (entre août et 
mi-septembre). Les tanins ont été extraits selon la méthode décrite dans les chapitres 
II.2.2 et II.2.4. 
Le DPm des fractions polymériques a été mesuré (cf. chapitre II.3.1), ensuite nous avons 
testé leur pouvoir inhibiteur envers la stilbène oxydase, comme décrit au chapitre II.4. 
VI.1.1 DPm des fractions polymériques en fonction de la date de 
cueillette 
DPm en fonction de la maturité de la grappe de Gamay
8
,3
4
6
,3 7
,4
4
6
,6
9
6
,9
4 9
,2
7
1
4
,7
5
6
,3
2
9
,2
9
7
,4
2
1
0
,6
5
1
1
,3
6
1
0
,1
5
0
2
4
6
8
10
12
14
16
3
.0
8
.9
5
7
.0
8
.9
5
1
0
.0
8
.9
5
1
4
.0
8
.9
5
1
7
.0
8
.9
5
2
1
.0
8
.9
5
2
5
.0
8
.9
5
2
9
.0
8
.9
5
3
1
.0
8
.9
5
4
.0
9
.9
5
7
.0
9
.9
5
1
1
.0
9
.9
5
1
4
.0
9
.9
5
Fractions
m
D
P
 
Figure VI.1-1: DPm des fractions polymériques en fonction de la date de cueillette pour 
Gamay. 
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Figure VI.1-2: DPm des fractions polymériques en fonction de la date de cueillette pour 
Gamaret. 
Comme nous pouvons le constater, le DPm de Gamaret est constant, avec une moyenne 
de 9 environ. Celui de Gamay varie beaucoup plus avec un minimum de 6.3 le 7.08.95 et 
un maximum à 14.75 le 25.08.95.  
VI.1.2 Pouvoir inhibiteur des fractions en fonction de la date de 
cueillette 
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DPm en fonction de la maturité de la grappe de Gamaret
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Inhibition de la fraction polymérique de Gamaret en fonction de 
la maturité de la grappe
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Figure VI.1-3: Inhibition de l’enzyme par les fractions polymériques en fonction de la 
date de cueillette. 
D’une manière générale, les tanins de Gamay inhibent considérablement mieux la 
stilbène oxydase que ceux de Gamaret. 
Nous observons que l’inhibition des fractions polymériques est directement 
proportionnelle au DPm de la fraction. Par exemple, la fraction 25.08.95 de Gamay a un 
DPm de 14.75, correspondant au DPm le plus élevé, inhibe très efficacement l’enzyme  
(72% d’inhibition pour 2 µL de solution tannique).  
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VI.2 TESTS BIOLOGIQUES SUR LES FRACTIONS OLIGOMÉRIQUES 
PROVENANT DE GRAPPES CUEILLIES EN 1999 
Ces fractions proviennent d’un extrait de grappes cueillies le 02.08.99. Les fractions sont 
obtenues, comme décrit au chapitre II.2.3. Les tests sont effectués comme énoncé au 
chapitre II.4. 
Les résultats sont exposés par les graphiques ci-dessous, représentant le numéro de la 
fraction oligomérique dans l’ordre d’élution et son DPm, en fonction du pourcentage 
d’inhibition de l’enzyme : 
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Figure VI.2-1: Résultats de l’inhibition de la stilbène oxydase par les fractions 
oligomériques de Gamay et Gamaret. Les chiffres entre parenthèses 
sur l’abscisse correspondent au DPm de la fraction. 
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Il est à noter que les DPm calculés sont relatifs. Certaines fractions contiennent 
énormément de catéchine ou d’épicatéchine ou alors d’autres composés, faussant les 
résultats de la thiolyse. Le DPm de certaines fractions n’a simplement pas pu être calculé 
(DPm = 0), car le chromatogramme HPLC montrait des pics à des temps de rétention 
identiques aux produits de la thiolyse. La fraction 2 de Gamaret était une huile insoluble 
et de ce fait, n’a pas pu être testée.  
La concentration de la fraction est calculée en fonction de son DPm et des volumes entre 
2 et 20 µL sont utilisés (cf. chapitre II.4). 
D’une manière générale, les fractions oligomériques de Gamaret inhibent plus 
efficacement l’enzyme que celle de Gamay. Par exemple, la fraction 9 de Gamay montre 
une inhibition de 75 % à 20 µL et celle de Gamaret montre une inhibition de 100% pour 
le même volume. Les fractions 1 à 4 ne montrent quasi aucune activité, à l’exception des 
fractions 3 et 4 de Gamaret. D’après la LC/MS, ces fractions contiennent des acides 
phénoliques, des anthocyanes, de la catéchine et de l’épicatéchine [3]. Les fractions 
suivantes sont composées presque uniquement de proanthocyanidines oligomériques. 
Ceci confirme qu’elles inhibent la stilbène oxydase.  
D’après les résultats LC/MS, il a été mis en évidence que la fraction 10 oligomérique de 
Gamay contenait pterostilbène, mais elle ne montre aucune différence d’inhibition avec 
les autres fractions. 
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VI.3 TESTS BIOLOGIQUES SUR LES FRACTIONS DPm PROVENANT DE 
GRAPPES CUEILLIES EN 1999 
Les extraits polymériques de Gamay et de Gamaret (baies cueillies le 02.08.99)  
(cf. chapitre II.2.4) sont fractionnés sur SP411, puis le DPm est déterminé par thiolyse 
(cf. chapitres II.3.1 et III.1.5). Ces fractions sont ensuite testées pour l’inhibition de la 
stilbène oxydase, comme décrit dans le chapitre II.4.  
La concentration est aussi ajustée en fonction du DPm, mais ce calcul ne tient pas 
compte des proanthocyanidines galloylées. Les graphiques ci-dessous représentent le 
DPm de la fraction en fonction du pourcentage d’inhibition de l’enzyme pour Gamay et 
pour Gamaret. 
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Figure VI.3-1: Graphiques représentant le pouvoir inhibiteur des fractions DPm de 
Gamay et de Gamaret en fonction du DPm. 
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Les valeurs d’inhibition obtenues montrent déjà une forte activité à partir de 2 µL, ce qui 
n’était pas le cas pour les fractions oligomériques. 
 
Les principales constatations sont : 
 
 Les fractions Gamaret ont un DPm moyen plus élevé que celles de Gamay  
 Plus le DPm augmente, plus le pouvoir inhibiteur est important 
 Les fractions de Gamaret sont plus inhibitrices que celles de Gamay car les 
DPm moyen est plus élevé 
 
Nous pouvons en déduire deux hypothèses : 
 
 Si le DPm moyen de Gamaret est plus élevé, cela pourrait expliquer pourquoi 
ce cépage est plus résistant à Botrytis cinerea.  
 Si le DPm moyen est plus élevé après la floraison et devient faible à la 
maturation de la grappe, cela pourrait, éventuellement, suggérer une raison à 
la latence de Botrytis cinerea. 
VI.4 CONCLUSION 
L’analyse du DPm, en fonction de grappes cueillies à différents stades de maturité, 
montre que le DPm moyen de Gamaret se situe autour de 9 et est constant, alors que 
celui de Gamay varie entre 6 et 14. D’après les tests biologiques, les tanins de Gamay 
sont plus inhibiteurs que ceux de Gamaret. Ces résultats ont été contredits par les tests 
des fractions oligomériques et DPm. Il est important de noter que les grappes de raisin 
n’ont pas été cueillies la même année. 
Les fractions oligomériques de Gamaret inhibent mieux l’enzyme que celles de Gamay. 
Les fractions DPm de Gamaret sont aussi plus inhibitrices que celles de Gamay car le 
DPm moyen est plus élevé. Si l’on compare uniquement le pourcentage d’inhibition en 
fonction du DPm entre Gamay et Gamaret, on observe que les tanins de Gamay sont plus 
inhibiteurs.  
 
Ces résultats pourraient être mis en relation avec la résistance des cépages à l’attaque 
par Botrytis cinerea. Il est possible que plus le DPm des tanins de la grappe est élevé, 
plus le cépage sera résistant, en rapport à l’inhibition de la stilbène oxydase.  
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Deux remarques peuvent être ajoutées : 
 
 Premièrement, la composition et la structure des tanins peuvent varier d’un 
cépage à l’autre. Cela peut provenir de certains facteurs externes, comme 
l’humidité, la chaleur, le lieu de plantation.  
 
 Deuxièment, il est possible que le pouvoir inhibiteur des proanthocyanidines 
soit en relation avec leur structure. Certaines études ont montré, par exemple, 
que l’ajout d’un acide gallique en position C-3 diminuait l’inhibition de la 
peroxydation des lipides à basse densité [42]. De ce fait, une variation de la 
composition tannique peut amener à une augmentation ou à une diminution de 
l’inhibiton des enzymes. 
 
Ces résultats suggèrent certaines idées concerant les mécanismes de défense de la vigne 
contre Botrytis cinerea, mais en aucun cas apportent une réponse au problème. 
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VII DISCUSSION 
VII.1 ORIGINE BIOSYNTHÉTIQUE DES COMPOSÉS 
Le métabolisme primaire d’un organisme est constitué d’un ensemble de réactions 
chimiques catalysées par des enzymes. Il a pour but de fournir à l’organisme l’énergie 
dont il a besoin, ainsi que des intermédiaires et les macromolécules essentielles comme 
l’ADN et les protéines. Ce métabolisme est pratiquement le même pour tous les systèmes 
vivants [24;45;168;169].  
 
Le métabolisme secondaire, quant à lui, implique des processus synthétiques dont les 
produits finaux ne semblent pas contribuer au fonctionnement fondamental de 
l’organisme. Les métabolites secondaires dérivent d’intermédiaires biosynthétiques du 
métabolisme primaire. Une des hypothèses émises pour expliquer leur production est 
qu’ils constituent une voie d’élimination d’intermédiaires du métabolisme primaire qui 
autrement s’accumuleraient dans l’organisme. Ces métabolismes secondaires 
permettraient ainsi de maintenir opérationnelles les réactions primaires en présence, par 
exemple, d’un excès de glucides.  
 
Un large nombre de composés possèdent une structure en C6(aromatique)-C3 (acides 
aminés aromatiques, acides cinnamiques, coumarines, flavonoïdes) avec une origine 
biosynthétique commune : l’acide shikimique. Ce composé a été isolé pour la première 
fois en 1885 d’une plante japonaise Illicium anisatum [170]. Par la suite, il a été 
démontré qu’il pouvait remplacer les acides aminés essentiels comme la phénylalanine, le 
tryptophane et la tyrosine pour des bactéries mutantes E. coli.  
 
Ces acides aminés essentiels sont des précurseurs de la biosynthèse de métabolismes 
secondaires, comme les proanthocyanidines et l’acide gallique. Leur synthèse est régie 
par l’action d’enzymes capables de modifier leur structure : 
 
 Oxydation : les oxydases permettent l’introduction d’un atome d’oxygène dans 
la molécule 
 Réduction : les déshydrogénases (ou réductases) permettent le transfert d’un 
hydrogène sur un oxygène moléculaire par l’intermédiaire de la chaîne 
respiratoire 
 Méthylation : La réaction se fait par le transfert du groupe méthyle d’une 
méthionine via l’acide tétrahydrofolique 
 Halogénation : La réaction se fait l’intermédiaire d’halogéno-peroxydases 
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Phosphoenolpyruvate +
D-erythrose-4-phosphate
3-déoxy-D-arbino-heptulosonate-
7-phosphate
3-déhydroquinate acide quinique
3-déhydroshikimate acide gallique
acide shikimique
H+
acide chorismique acide p-aminobenzoïque
acide anthranilique acide préphénique
acide p-hydroxyphényle 
pyruvique
acide phénylpyruvique
Tryoptophane Tyrosine L-phénylalanine  
Figure VII.1-1: Voie biosynthétique de l’acide shikimique [168]. 
 
La première étape consiste en la condensation du phosphoénol-pyruvate avec 
l’érythrose-4-phosphate. Le produit de réaction est un sucre à 7 carbones ouvert, qui par 
la suite perd son unité phosphate pour former le 3-déhydoquinate. Ce composé se libère 
ensuite d’une molécule d’eau pour donner le 3-déhydroshikimate qui est alors réduit par 
NADPH (nicotinamide adénine dinucléotide phosphate) en acide shikimique. Celui-ci est 
phosphorylé par une molécule d’ATP (adénosine triphosphate), puis il condense avec une 
seconde molécule de phosphoénol-pyruvate pour former l’acide 3-énolpyruvylshikimique-
5-phosphate. Cet intermédiaire perd ensuite son groupe phosphate pour créer l’acide 
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chorismique, qui est le précurseur des acides aminés essentiels aromatiques, comme la 
tyrosine, la L-phénylalanine et le tryptophane. 
 
La conversion de la L-phénylalanine en acide p-coumarique découle du métabolisme 
général des phénlypropanoïdes. 
 
NH2
COOH
COOH
COOH
OH
NH3
Cinnamate-4-hydroxylase
Phénylalanine-ammonia-lyase
L-phénylalanine
acide cinnamique
acide p-coumarique
 
Figure VII.1-2: Métabolisme général des phénylpropanoïdes [169]. 
 
L’hydroxylation ou la méthylation du cycle aromatique de l’acide p-coumarique donne 
successivement l’acide cafféique, l’acide férulique, l’acide sinapique (cf. chapitre I), puis 
d’autres composés par réduction ou oxydation.  
 
La biosynthèse des stilbènes, des flavonoïdes et des tanins découle de ce métabolisme. 
Le resvératrol est formé par la condensation du p-coumaroyl-CoA avec trois molécules de 
malonyl-CoA [169;171]: 
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COOH
OH
COSCoA
OH
OH
OH
OH
OH
O
OH
OH
OH
CoASH
resveratrol
+ 3HCOOH-CH2CO-SCoA
naringénine chalcone
stilbène synthase chalcone synthase
CoA ligase
p-coumaroylcoA
acide p-coumarique
 
Figure VII.1-3: Biosynthèse des stilbènes[172]. 
 
La biosynthèse des stilbènes dans la vigne serait en compétition avec celle des 
flavonoïdes. En effet, la stilbène synthase et la chalcone synthase utilisent les mêmes 
substrats et ont une séquence en acides aminés identique à 70% [173].  
La synthèse des viniférines a été attribuée à l’action des peroxydases vacuolaires sur le 
resvératrol [69;77]. Aucune voie de biosynthèse n’a pu être mise en évidence pour la 
picéide et le pterostilbène.  
 
La biosynthèse des proanthocyanidines découle directement de la naringénine chalcone 
et de ce fait de celle des flavonoïdes. En effet, les flavonoïdes sont formés à partir de la 
naringénine par différentes réactions enzymatiques faisant intervenir des hydrolases, des 
réductases et des glucosyle transférases [24;174]. 
La synthèse de la famille des flavan-3-ols provient de ce fait aussi de la naringénine 
chalcone.  
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OH
OH
R
O
OH
OH
O
OH
OH
R
OH
OH
O
OH
OH
R
OH
OH
OH
OH
O
OH
OH
OH
R
naringénine chalcone naringénine
chalcone flavanone isomérase
flavanone-3-hydroxylase
reductase II
NADPH
R = H: (+)-dihydroxyquercetine
R =OH: (+)-dihydromyricétine
reductase I
NADPH
R = H: (+)-catéchine
R = OH: (+)-gallocatéchine  
 
Figure VII.1-4: Biosynthèse de la (+)-catéchine et de la (+)-gallocatéchine. 
 
L’hydroxylation sur le cycle B (cf. chapitre I) se fait après la formation du squelette  
C6-C3-C6. La stéréochimie de la molécule est conservée tout au long des réactions afin de 
former spécifiquement la (+)-catéchine et la (+)-gallocatéchine [24].  
La formation de l’épicatéchine reste un mystère, car la 2,3-cis-dihydroquercetine ((-)-
dihydroquercetine) n’a jamais été isolée. Le mécanisme suivant a été proposé mettant le 
flavan-3,4-diol en tant qu’intermédiaire commun : 
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Figure VII.1-5: Synthèse possible de la conformation 3R ou 3S des phénols flavan-3-ols. 
 
Ce mécanisme suggère que la réduction par la réductase II soit en fait un procédé en 
deux étapes : Premièrement la déshydratation suivie par la réduction par la quinone 
méthide [175]. La conformation de cette dernière permettrait une inversion de la 
stéréochimie du carbone C-3 par l’isomérisation via la forme énolique [176;177].  
Les hypothèses émises pour la formation de proanthocyanidines oligomériques doivent 
tenir compte de certaines caractéristiques propre à ce type de molécules, il s’agit de : 
 
 La nature biosynthétique des unités terminales et intermédiaires 
 La stéréochimie de la liaison C4-C8 (ou C4-C6) reliant les unités doit être trans 
par rapport au carbone C-3 
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Figure VII.1-6: Schéma proposé pour la biogenèse des proanthocyanidines oligomériques 
[178]. 
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Ce mécanisme suggère que les proanthocyanidines soient formées par un procédé 
d’oligomérisation dans lequel la flavan-3-ol réagit avec la forme énolique de la 
quinoneméthide par attaque nucléophile. Les liaisons trans formées sont principalement 
des liaisons C4-C8, mais elles peuvent aussi être de nature C4-C6, pour ce mécanisme 
proposé. Les unités terminales et intermédiaires sont dérivées de la quinone méthide ; 
elles peuvent varier par la stéréochimie de leur carbone C-3, par un substituant greffé 
aussi en position C-3 (ex. : acide gallique) et par le nombre d’hydroxyles présents sur le 
cycle B (ex. : gallo(épi)catéchine). 
Il est encore important de noter que l’acide gallique découle de l’oxydation de l’acide 3-
déshydroshikimique et donc provient de la voie biosynthétique de l’acide shikimique. 
 
O OH
OH
COOH
OH
OH
COOH
OH
[O]
acide 3-déhydroshikimique acide gallique
Phosphoenolpyruvate +
D-erythrose-4-phosphate
3-déoxy-D-arbino-heptulosonate-
7-phosphate
acide 3-déhydroquinique acide quinique
 
 
Figure VII.1-7: Biosynthèse de l’acide gallique [169]. 
 
L’acide gallique vient alors se greffer sur l’hydroxyle en position C-3 par estérification 
pour former la flavan-3-ol galloylée correspondante. 
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VII.2 ACTIVITÉ BIOLOGIQUE DES STILBÈNES 
Il a été démontré que certains stilbènes possèdent des propriétés antifongiques 
[179;180]. Ces composés inhibent la croissance et la germination des spores [79;181]. 
D’autres composés stilbèniques sont présents naturellement dans la plante 
(ex. :pterostilbène) et sembleraient former une barrière de défense contre l’attaque de 
champignons.  
Plusieurs effets toxiques des hydroxystilbènes ont été démontrés sur Botrytis cinerea: 
 
 Effet sur la respiration des conidies : 
 
Le premier effet sur les conidies est la diminution des échanges en oxygène. Le 
pterostilbène montre une inhibition très importante sur leur respiration. 
 
Les symptômes de l’inhibition de la respiration semblent être identiques que ceux décrits 
par H. Lyr en 1987 [182]. Il prouva que les fongicides aromatiques, possédant un 
système conjugué identique aux stilbènes, induisent une peroxydation des lipides, 
spécialement ceux des mitochondries, des membranes nucléaires et ceux du réticulum 
endoplasmique. La raison est l’interaction de ces composés avec des enzymes flavines, 
comme la cytochrome C réductase. Ils bloquent le transport des électrons de la flavine 
au substrat et induisent, par la production de radicaux libres, une peroxydation des 
phospholipides membranaires.  
 
 Effets visibles sur la conidie : 
 
La germination des conidies est affectée en fonction de la concentration des 
hydroxystilbènes et de leur structure. Les effets peuvent aller de l’inhibition de la 
germination, jusqu’à la destruction des organelles et de la membrane cellulaire. Les 
composés les plus toxiques sont le pterostilbène et les stilbènes chloro-substitués. 
 
 Effet sur les structures cellulaires : 
 
Les conidies de Botrytis cinerea sont de forme elliptique. Elles possèdent plusieurs 
noyaux ; les mitochondries sont rondes ou ovoïdes ; les vacuoles, contenant 
probablement du glycogène, sont localisées dans le cytoplasme. Les trois membranes 
plasmiques (une externe et deux internes) sont bien définies et bien visibles au 
microscope.  
L’adjonction de pterostilbène ou de chlorostilbènes engendre de rapides modifications 
structurales. Après 10 minutes les membranes s’épaississent, le réticulum endoplasmique 
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se désorganise et les ribosomes tendent à disparaître. Les organelles se détachent et 
finalement, le matériel cytoplasmique est expulsé de la membrane et coagule. Le 
resvératrol ne montre quasiment aucune toxicité contre les conidies.  
 
La toxicité des hydroxystilbènes dépend avant tout de leurs substituants. L’activité 
antifongique est directement reliée à leur capacité d’infiltration dans les membranes. Ce 
phénomène tend à augmenter en fonction du pouvoir électro-attracteur des substituants, 
combiné à l’effet conjugé de ces molécules.  
Ceci est valable pour les chlorostilbènes, mais semble moins acceptable pour le 
pterostilbène. Pour ce composé, d’autres raisons peuvent être évoquées : les volumineux 
groupements méthoxy peuvent perturber les liaisons intermoléculaires de la membrane. 
Des liaisons hydrogène peuvent être formées avec les protéines membranaires, modifiant 
la structure cellulaire. 
La faible toxicité du resvératrol peut être expliquée par son caractère hydrophile, 
incompatible avec l’hydrophobicité des membranes biologiques.  
VII.3 ACTIVITÉS BIOLOGIQUES ET PHARMACOLOGIQUES DES TANINS 
La médecine traditionnelle a longtemps été décrite comme désuète et inefficace face à 
une médecine moderne en plein essor. Actuellement, les chercheurs tendent à porter de 
l’importance aux traitements utilisés par ces peuples primitifs qui utilisent des cocktails 
de plantes pour guérir leurs maux [24]. 
Une attention particulière a été donnée à des tribus provenant d’Amérique utilisant des 
plantes riches en polyphénols. Elles sont utilisées principalement en tant qu’anti-
inflammatoire, digestif, diurétique et dans le traitement de l’hypertension artérielle. Des 
études ont montré des différences pharmacologiques en fonction de différentes classes 
de polyphénols [183-185]. Afin de mieux comprendre leurs propriétés biologiques, il faut 
expliquer en premier lieu leurs propriétés chimiques. 
 
Ces composés ont certaines particularités: 
 
 Ils se complexent avec des ions métalliques 
 Ils ont des propriétés antioxyantes   
 Ils peuvent se complexer avec d’autres molécules, entre autres des protéines 
des polysaccharides et des acides nucléiques 
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VII.3.1 Complexation métal-ion 
Les polyphénols peuvent se complexer avec toutes sortes d’ions métalliques, mais leur 
activité biologique sera modifiée s’il s’agit de ions métalliques de transition (fer, 
vanadium, manganèse, cobalt et cuivre). En effet, ceux-ci possèdent certaines 
particularités (activité redox, donneur d’électrons π, coordination avec des ligands) qui 
permettront de modifier certaines réactions physiologiques [18;21;186;187].[24;156] 
VII.3.2 Activité antioxydante 
Une attention accrue a été portée sur le rôle des radicaux libres et autres oxydants, puis 
dans les mécanismes d’action de plusieurs phytotoxines et leur implication dans la 
plupart des maladies chroniques (cancers, maladie de Parkinson, arthrite, 
artériosclérose…). Une des hypothèses émises est que les mécanismes de défense 
diminuent avec l’âge et de ce fait la neutralisation de ces radicaux libres devient moins 
efficace [21].  
Il a été démontré que les peuples utilisant une alimentation riche en antioxydants 
[19;117] sont moins exposés à des maladies cardiovasculaires [20] ou à certaines 
formes de cancer [19]. De ce fait, l’ingestion de polyphénols peut aider à la prévention 
de certaines maladies [18;20;117].  
Les polyphénols ont la particularité d’inhiber la peroxydation des lipides, en agissant 
comme donneur de proton et accepteur de radicaux libres, stoppant ainsi le mécanisme 
d’autoxydation [18;43;186;187]. 
Les composés contenant une structure ortho-trihydroxylée, comme les gallotanins et les 
proanthocyanidines galloylées montrent une forte activité contre les anions superoxydes 
(O2
-) [40;42;188;189].  
Il a aussi été démontré que le thé vert avait des propriétés antioxydantes 
[20;41;150;190]. Il est riche en gallocatéchines qui ont la propriété de neutraliser les 
radicaux OH▪ et HOO▪ grâce à leur potentiel redox bas. 
La taille des proanthocyanidines polymériques joue aussi un rôle important. Les dimères 
et trimères ont une activité antioxydante plus forte que les oligomères de taille 
supérieure [42;191]. 
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VII.3.3 Complexation des polyphenols avec les protéines et les 
polysaccharides 
Les polyphénols ont la particularité de se complexer aux protéines et aux polysaccharides 
[188;192;193]. Ces composés possèdent une multitude de groupement hydroxyles, 
capables de former des liaisons hydrogène avec plusieurs sites de la protéine (ou du 
polysaccharides). Ceci maintient une structure stable et rigide. Le complexe tanin-
protéine précipite souvent lorsqu’il se trouve dans un milieu aqueux. Cela peut être 
expliqué de deux façons : 
 
 Lorsque la protéine se trouve en faible concentration, les polyphénols se 
complexent sur plusieurs sites, formant une mono-couche à la surface de la 
protéine moins hydrophile que la protéine elle-même.  
 Lorsque la protéine se trouve en forte concentration, les polyphénols se 
complexent sur les sites des protéines, mais elles forment aussi des liaisons 
inter-moléculaires. De cette manière, l’hydrophobicité du complexe augmente 
et le fait précipiter.  
 
Si les polyphénols sont capables de se complexer avec les protéines, il est possible qu’ils 
puissent bloquer les sites actifs des enzymes, inhibant ainsi leur activité.  
Selon E. Haslam [24], toutes les enzymes sont inhibées par les polyphénols in vitro. 
VII.4 ANALYSE DES TANINS INHIBITEURS DE LA STILBENE OXYDASE 
Les résultats exposés au chapitre III montrent que la réaction avec la tannase n’a pas 
libéré de pterostilbène, éliminant peut-être l’hypothèse d’une liaison ester avec la 
position C-3 d’une unité flavan-3-ol. Cette étude devait montrer que les hydroxyles des 
unités flavaniques n’étaient pas oxydés dans le but de « stocker » des molécules actives 
par liaison ester. 
Il faut ajouter qu’il est possible que la tannase soit aussi inhibée par les tanins de poids 
moléculaire élevé, faussant les résultats. De ce fait, il est très difficile de savoir si 
certaines molécules sont complexées ou fixées par les fonctions phénoliques des tanins. 
 
L’analyse des fractions oligomériques concorde avec les résultats récents du Dr. R. Pezet. 
Les variétés sensibles, comme le Gamay, possèdent du pterostilbène en trace, ce qui 
n’est pas le cas des variétés résistantes, comme le Gamaret. Il est alors possible que le 
pterostilbène ne soit pas une phytoalexine à proprement parlé, car son rôle dans les 
défenses de la plante contre le champignon est peut-être secondaire. 
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Grâce aux analyse LC/ESI/MS (LCQ, Thermofinnigan) des fractions oligomériques, nous 
avons observé peu de différences entre les variétés de Gamay et de Gamaret. Les 
fractions de Gamay sont simplement plus complexes (cf. chapitre IV). Cette méthode 
permet la caractérisation partielle des fractions oligomériques tanniques. Dans notre cas, 
elle a été appliquée à l’analyse du raisin (peau, pulpe, grains). L’étude séparée de la 
peau et des grains de raisin par LC/MS, en utilisant la méthode décrite au chapitre IV, 
permetterait de simplifier l’analyse.  
 
Le spectre ESI/MS (LCQ, Thermofinnigan) de la fraction polymérique de Gamaret ne 
montrent strictement aucune différence avec celui de Gamay (le spectre ESI/MS de 
Gamay n’a pas été exposé dans ce travail, car il est identique à celui de Gamaret). Ces 
analyses ont aussi été réalisées en fonction de la maturité de la grappe, mais les spectres 
ESI/MS sont absolument comparables.  
Nous avons par contre pu observer des différences entre les DPm des fractions 
polymériques en fonction de la maturité de la grappe. Gamay a un DPm qui varie de août 
à septembre, par contre celui de Gamaret reste stable durant toute la période estivale 
entre 9 et 10. 
Les tests biologiques sur les fractions DPm montrent que plus le DPm est élevé, plus 
l’inhibition de l’enzyme est efficace. A la véraison, Botrytis cinerea se développe et 
provoque le pourrissement de la grappe. A cette période, le DPm mesuré est de 6.3 pour 
Gamay et de 9.3 pour Gamaret. Il est alors possible que l’inhibition de la stilbène 
oxydase, des peroxydases ainsi que d’autres enzymes hydrolytiques de Botrytis cinerea 
soit moins efficace, permettant ainsi le développement du champignon. Les tests des 
fractions oligomériques et DPm montrent que les tanins de Gamaret sont plus inhibiteurs 
que ceux de Gamay. Ces résultats sont contradictoires avec ceux obtenus en fonction de 
la date de cueillette, mais cela peut provenir de la variation de la composition en tanins 
de la grappe par rapport aux années de récolte. Il est aussi possible que la structure des 
proanthocyanidines change en fonction de certains facteurs externes, comme l’humidité, 
le taux de sucres, la température ambiante, induisant une variation de l’inhibition 
enzymatique. 
 
La toxicité des hydroxystilbènes envers Botrytis cinerea varie énormément en fonction de 
leur structure. Le resvératrol est beaucoup moins toxique que le pterostilbène (cf. 
chapitre VII.3.3), mais ses dimères correspondants (le trans-déhydrodimère et l’ε-
viniférine) montrent une toxicité plus élevée envers Botrytis cinerea. Le dimère du 
pterostilbène est quant à lui inactif. Il faut ajouter que lors de l’attaque de Botrytis 
cinerea, le pterostilbène disparaît en faveur du resvératrol. Dans ce cas, le pterostilbène 
ne semble pas jouer un rôle déterminant pour la résistance de la vigne envers Botrytis 
cinerea. 
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VII.5 ANALYSE DES TANINS PAR SPECTROMÉTRIE DE MASSE 
L’analyse des tanins par spectrométrie de masse s’est averée être un challenge. Il est 
très difficile, avec les instruments actuels, de pousser la limite de détection au-delà de 
4000 uma. Les meilleurs résultats ont été obtenus par la technique MALDI, en mode 
positif. Les analyses par infusion, avec une source ESI ne permettent pas de dépasser 
3000 uma.  
D’une manière générale, plus le poids moléculaire augmente, plus la limite de détection 
diminue. De plus, les tanins galloylés s’ionisent moins bien que les non-galloylés. Les 
raisons supposées ont été exposées au chapitre IV.  
Mais il reste la question : Est-ce un problème de détection, de fragmentation durant le 
transfert des ions de la source au détecteur (ou analyseur) ou est-ce un pur problème 
d’ionisation ? 
A cette question, il ne nous a pas été possible de répondre. Le mécanisme d’ionisation 
par électrospray des composés est bien décrit dans la littérature (cf chapitre I.5), mais il 
n’est, par exemple, pas expliqué comment la charge se dépose sur l’analyte pour former 
l’ion [96]. L’ionisation MALDI est au contraire très floue. Plusieurs théories ont été 
étudiées, mais aucune ne semble répondre à toutes les questions. Quant au détecteur, il 
est connu que la détection des hautes masses est difficile.  
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VIII CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
VIII.1 CONCLUSION 
Les méthodes d’extraction et de fractionnement nous ont permis de séparer les tanins 
oligomériques des tanins polymériques. Les fractions oligomériques ont été obtenues par 
fractionnement sur gel HW-40S (Tosohaas, Japon). La fraction polymérique a été 
fractionnée sur une résine spéciale, la rélite SP411 (Résindion, Italie), dans le but 
d’obtenir un gradient DPm croissant. Toutes ces techniques nous ont permis de cibler les 
tests biologiques afin de mieux comprendre l’inhibition de la stilbène oxydase par les 
tanins. 
 
Grâce à l’Ion Trap du LCQ de Thermofinnigan, nous avons montré que les mécanismes de 
fragmentation des tanins oligomériques sont toujours semblables. L’analyse par LC/MS 
nous a permis de caractériser partiellement chaque fraction. 
L’étude par spectrométrie de masse des fractions polymériques et DPm s’est avéré être 
compliquée. Les tanins ne sont pas détectés au-delà de 3000 uma pour l’ESI/QIT/MS 
(LCQ, Thermofinnigan) et ESI/FT-ICR/MS (BioApex II, Bruker) et de 4000 uma pour le 
MALDI-TOF (Dynamo, Thermo Bioanalysis). Il n’a pas été possible de dépasser cette 
limite malgré la haute sensibilité de ces appareils. 
 
La caractérisation du resvératrol trans-déhydrodimère, synthétisé via la stilbène oxydase, 
a permis de montrer que cette molécule provenait bien de l’oxydation du resvératrol. 
Quant à l’ε-viniférine, elle a été extraite directement de sarment de vigne. Un schéma de 
biosynthèse a été proposé par M. A. Pedreno mettant en cause des peroxydases [69]. 
 
Les résultats obtenus ont permis de montrer que l’enzyme est inhibée par les tanins 
polymériques, avec un phénomène accru pour les tanins à poids moléculaires élevé. Les 
résultats concordent avec les récents travaux du Dr. R. Pezet, qui montraient que la 
stilbène oxydase était inhibée par les tanins. Mais ceux-ci ne permettent pas d’expliquer 
les différences de sensibilité de certains cépages face à l’attaque par Botrytis cinerea.  
 
Ce travail permet de mieux comprendre les mécanismes de défense de la plante et du 
champignon Botrytis cinerea, mais il n’apporte ni la réponse à la raison de la latence du 
champignon, ni une solution définitive au problème de résistance des différents cépages. 
Par contre de nouvelles méthodes d’extraction et de séparation ont été développées pour 
la caractérisation des tanins oligomériques et polymériques.  
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VIII.2 PERSPECTIVES 
Les tests d’inhibition effectués sur des échantillons prélevés en 1995 et 1999 se 
contredisent. Il est alors possible que la concentration et la composition tannique 
diffèrent d’une année à l’autre et d’une variété à l’autre. Il serait donc intéressant de 
répéter les tests en fonction de la date de cueillette sur plusieurs années et de les 
comparer.  
 
Les tanins ont le pouvoir d’inhiber un grand nombre d’enzymes. Nous pourrions tester 
d’autres enzymes produits par Botrytis cinerea autres que la stilbène oxydase, comme 
par exemple, les pectinases, les cellulases et les cutinases. 
 
Le mécanisme d’inhibition de l’enzyme par les tanins est peu connu, une modélisation par 
ordinateur permettrait de mieux comprendre comment et quels sites actifs sont bloqués. 
 
L’utilisation répétée de fongicides peut induire une résistance de Botrytis cinerea. Le 
développement de fongicides sélectifs et peu polluants ne peut être réalisé que par une 
étude plus approfondie des mécanismes d’infection. 
 
De la même façon, il serait intéressant d’étudier la résistance de certains cépages face à 
l’attaque par Botrytis cinerea et ainsi de developper des variétés moins sensibles.  
 
Comme nous l’avons présenté dans ce travail, les tanins à haut poids moléculaire sont 
difficilement détectables (ionisable) avec les instruments actuels. 
Les nouvelles techniques en spectrométrie de masse, comme le cryodétecteur, 
apporteraient une solution au problème de détection des tanins. Il serait aussi judicieux 
d’essayer d’ioniser ces composés par MALDI-TOF/MS en utilisant d’autres lasers, comme 
par exemple le laser infrarouge. Cela permettrait de fournir une énergie de désorption 
différente.  
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ANNEXE 1: 
 
Mécanisme réactionnel de la thiolyse: 
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